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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue, evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas, toxicidad aguda y determinar el efecto hipolipemiante del aceite de
las semillas de Salvia hispanica L. (chia), cultivadas en el distrito de Mollepata —

Anta — Cusco.

Para cual se realizé una investigacion cuasiexperimental, con preprueba y post
prueba. Para el efecto hipolipemiante se utilizé 30 ratas albinas de raza Holtzman
con una dieta hiperlipidica durante 30 dias, se les dividié en 5 grupos, al primero,
segundo Yy tercer grupo se les administré 0.5, 1 y 2 mL/kg del aceite de chia, al
cuarto atorvastatina y al quinto grupo suero fisioldgico. En la toxicidad aguda se
utilizé 28 ratones albinos con dosis crecientes de 4,8, 16, 32, 64, 96 y 128 mL/kg
del aceite de chia. También se determiné las caracteristicas fisicoquimicas del

aceite de chia, segun las Normas Técnicas Peruanas y CODEX.

Los resultados del efecto hipolipemiante, se tuvo que la mejor dosis fue de 2
mL/kg, existiendo diferencias estadisticamente significativas en la reduccion de
los niveles séricos de colesterol total en promedio en 29.24 mg/dL, LDL-colesterol
en 29.01 mg/dL vy triglicéridos en 12.18 mg/dL, mas no teniendo efecto en el
incremento de los niveles de HDL-colesterol, para las pruebas de ANOVA y Post
ANOVA, En la toxicidad aguda la DL50 fue 112.59 mL/kg de peso y los resultados
de las caracteristicas fisicoquimicas del aceite de chia fueron, densidad (0.925
g/mL), indice de refraccién (1.482), indice de acidez (1.03 mg de KOH/100 g de
aceite), indice de yodo (189.08 g de yodo/100 g de aceite), indice de perdxidos
(5.7 meq O2 activo/kg de aceite), indice de saponificacion (184.30 mg KOH/100 g
de aceite).

En conclusion presenta efecto hipolipemiante a dosis de 2 mL/kg disminuyendo
significativa los niveles de colesterol total, LDL-colesterol y triglicéridos, este
aceite es inocuo y presentd valores adecuados para las caracteristicas

fisicoquimicas segun las normas CODEX.

PALABRAS CLAVES: Hipolipemiante, aceite de chia, toxicidad aguda, DLS50,

atorvastatina, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos.




ABSTRACT

The objective of the present research was to evaluate the physicochemical
characteristics, acute toxicity and to determine the lipid - lowering effect of the oil
of the seeds of Salvia hispanica L. (chia), cultivated in the district of Mollepata -

Anta - Cusco.

For which a quasi-experimental research was carried out, with pre-test and post-
test. For the hypolipidemic effect, 30 Holtzman albino rats were used with a
hyperlipid diet for 30 days, divided into 5 groups, the first, second and third groups
were given 0.5, 1 and 2 mL / kg of chia oil, To the fourth atorvastatin and to the
fifth group physiological serum. In acute toxicity, 28 albino mice were used with
increasing doses of 4.8, 16, 32, 64, 96 and 128 mL / kg of chia oil. The
physicochemical characteristics of chia oil were also determined according to

Peruvian technical standards and CODEX.

The results of the lipid-lowering effect had the best dose was 2 mL / kg, there were
statistically significant differences in the reduction of serum total cholesterol levels
on average by 29.24 mg / dL, LDL-cholesterol by 29.01 mg / dL and Triglycerides
at 12.18 mg / dL but had no effect on the increase in HDL cholesterol levels for
ANOVA and Post ANOVA tests. In acute toxicity the LD50 was 112.59 mL / kg
body weight and the results of the characteristics (0.925 g / mL), refractive index
(1.482), acidity index (1.03 mg KOH / 100 g oil), iodine index (189.08 g iodine /
100 g oil) ), Peroxide index (5.7 meq Oz active / kg oil), saponification index
(184.30 mg KOH / 100 g oil).

In conclusion, it has a lipid-lowering effect at doses of 2 mL / kg, with a significant
reduction in total cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides levels. This oil is
harmless and has adequate values for the physicochemical characteristics
according to CODEX standards.

KEY-WORDS: Hipolipemiant, chia oil, acute toxicity, LD50, atorvastatin, total
cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides.




INTRODUCCION

Hoy en la actualidad las semillas de Salvia hispanica L. (chia), estan siendo muy
utilizadas con fines nutricionales, adelgazantes e hipolipemiante, a parte de las
cuales se le atribuye otras propiedades mas. En este trabajo de investigacion nos
centramos en su efecto hipolipemiante, del aceite de las semillas de chia dando a
conocer farmacolégicamente a que se debe dicho efecto, asi poder contribuir
cientificamente en la prevencion y reduccion de las hiperlipidemias en la
poblacion, puesto que las alteraciones metabdlicas de los lipidos son los
principales problemas de salud a nivel mundial y la situaciéon es cada vez mas
seria por el aumento de la prevalencia de la obesidad en muchos paises. Segun
la OMS se estimé que mas de 16 millones de las muertes atribuidas a las
enfermedades no transmisibles se producen en menores de 70 anos de edad,
esto debido a las dietas malsanas, lo que puede manifestarse en hiperlipidemias
(), Se ha estimado que para el afio 2030 el nimero de personas que las
padeceran pasara de 13.3 millones a 32.9 millones, es decir un incremento de
mas del doble (. Ademas, su elevada prevalencia, aumentan el riesgo de
morbilidad y muerte por diversas enfermedades y se convierten en un problema
de salud en el mundo y en nuestro pais por los graves dafios que provoca en los

pacientes afectados.

Conociendo mejor las propiedades farmacolégicas del aceite de las semillas de
Salvia hispanica L. (Chia), nos dara una alternativa natural en el tratamiento de
las enfermedades ya mencionadas. Por estas razones el presente trabajo de
investigacion evaluod las caracteristicas fisicoquimicas, con el fin de conocer el
estado y composiciéon del aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (Chia), la

toxicidad aguda para determinar la DL50 y se evalué el efecto hipolipemiante.




ABREVIATURAS

ANOVA : Anadlisis de varianza

ATP : Adenosin trifosfato

COA : Coenzima A

CODEX : Norma alimentaria internacional

DIGESA : Direccion general de salud

DL50 : Dosis letal media

ECC : Enfermedad cardiaca coronaria

ENT : Enfermedad no transmisible

FAO : Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la
agricultura.

FDA : Administracion de alimentos y medicamentos

FSC : Fluidos super criticos

o] : Grados de libertad

HDL : High density lipoprotein/ Lipoproteina de alta densidad

HMG-COA : Hidroximetilglutaril coenzima A

INDECOPI : Instituto Nacional de Defensa de la Competencia y de la Proteccion
de la Propiedad Intelectual.

Kg : kilogramos

LDL : Low density lipoprotein/ Lipoproteina de baja densidad

VLDL : Very low-density lipoprotein/ Lipoproteinas de muy baja densidad
ml : Mililitros

NTP : Norma técnica peruana

OMS : Organizacion mundial de la salud

pH : Potencial de hidrogeniones

S.F. : Suero fisioldgico

UFC : Unidades formadoras de colonias

w-3 : omega 3

w-6 : Omega 6




IR

PPAR
AMPc
AGE
CG/MS
AGPIs
RNAmM
SREBP-1

- indice de refraccion

: Proliferadores de peroxisoma activado por los receptores.

: Adenosin monofosfato ciclico

: Acidos grasos esenciales

: Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
: Acidos grasos polinsaturados

: Acido ribonucleico mensajero

: Proteinas de unién al elemento regulador de esteroles.




CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las semillas de Salvia hispénica L. (chia) fueron muy utilizadas por los mayas y
aztecas, por sus propiedades nutricionales y medicinales, es asi que desde el afio
1991 la chia resurgi6 y hasta la actualidad esta siendo utilizada. Segun el autor Di
Sapio, las semillas de chia aportan diferentes efectos como antioxidante,
antinflamatorio laxante, hipotensor, hipocolesterolemiante, hipoglucemiante,
inmunoestimulante, ténico cardiaco, nervioso y como alimento mineralizante,
vitaminico y proteico, etc. )

Sin embargo no hay estudios cientificos que avalen estas propiedades
medicinales, y segun la OMS mencion6é que en muchos paises, bastantes
personas recurren a diversos tipos de remedios naturales porque consideran que
«natural» es sinonimo de inocuo ©.

Sin embargo, a medida que aumenta el uso de las medicinas tradicionales o
alternativas, también aumenta el nimero de informes sobre reacciones adversas.
Y estos productos medicinales tradicionales o alternativos son de venta libre. En
una encuesta realizada por la OMS en 142 paises, 99 de ellos respondieron que
la mayoria de esos productos podia adquirirse sin prescripcion @),

Esas tendencias plantean dudas acerca de la calidad de los productos utilizados,
su idoneidad terapéutica en cada caso, y la falta de seguimiento médico ©.

La OMS apoya el uso de las medicinas tradicionales y alternativas cuando éstas
han demostrado su utilidad para el paciente y representan un riesgo minimo»,
segun declaré el Dr. LEE Jong-wook, Director General de la OMS. «Pero a
medida que aumenta el numero de personas que utiliza esas medicinas, los
gobiernos deben contar con instrumentos para garantizar que todos los
interesados dispongan de la mejor informacién sobre sus beneficios y riesgos.» ©).
Estas razones nos ayudan a ver la necesidad de hacer investigaciones de las
plantas medicinales, como en este caso acerca del aceite de chia, para evaluar el
efecto hipolipemiante, si presenta toxicidad y tiene las caracteristicas adecuadas

para asi poder recomendar para la prevencion y curacion de las hiperlipidemias




que afectan a un elevado porcentaje de la poblaciéon y son las causantes de
contribuir al desarrollo de otras enfermedades lo cual puede ocasionar una alta
mortalidad.

Segun la OMS en el 2011 se mencion6 que las enfermedades no transmisibles
(ENT) matan a 38 millones de personas cada afio. Las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte por ENT (48%). Se calcula que
los factores comportamentales, entre ellos, el consumo de tabaco, el
sedentarismo, la dieta malsana y el uso nocivo del alcohol, son responsables de
alrededor del 80% de las coronariopatias y enfermedades cerebrovasculares ().
Estos factores de riesgo comportamentales provocan cuatro alteraciones
metabdlicas o fisioldgicas las cuales son: elevacion de la tension arterial, aumento
de peso que conduce a obesidad, hiperglucemia e hiperlipidemia que tienen
numerosos efectos. Cada afio mueren en el mundo 2,8 millones de personas
debido al sobrepeso o la obesidad. Ambos factores pueden ejercer efectos
metabdlicos adversos sobre la tension arterial y las concentraciones de colesterol
y triglicéridos, y causar diabetes. Por consiguiente, el sobrepeso y la obesidad
aumentan el riesgo de padecer coronariopatias, accidentes cerebrovasculares
isquémicos, diabetes mellitus de tipo 2 o diversos tipos de cancer frecuentes ().
Las hiperlipidemias pueden definirse como un exceso de las concentraciones
plasmaticas de colesterol, triglicéridos o de ambos a la vez. La hiperlipidemia es la
manifestacion de una alteracion en la sintesis y/o degradacion de las lipoproteinas
plasmatica y puede ser también el reflejo de una dieta rica en grasas .

Existe una enorme variedad de farmacos Uutiles en el tratamiento de las
hiperlipidemias, entre los que se encuentran las resinas de intercambio i6nico,
como la resina colestiramina; el acido nicotinico; los fibratos; el probucol; y las
estatinas, que son los farmacos de mas reciente aparicion, como la lovastatina, la
simbastatina o la pravastatina ©). Sin embargo, como cualquier medicamento
estos pueden presentar algunas reacciones adversas sean leves o severas.

La Salvia hispanica L. (chia), hoy en dia esta siendo cultivada en varios paises
como Bolivia, Argentina y Peru. Por lo cual en nuestro pais ya se esta cultivando
en diferentes departamentos como es Ayacucho y Cusco en su distrito de

Mollepata perteneciente a la provincia de Anta.




Aunque se esta cultivando en otros paises, podemos decir que la composicion de
las semillas varia de acuerdo al lugar de cultivo. Puesto que la composicion
quimica de las semillas esta determinada genéticamente pero las cantidades
relativas pueden variar en funcion de factores ambientales como la presencia de
nutrientes minerales o el clima. ¢

De ahi la importancia de probar cientificamente el efecto farmacologico del aceite
de las semillas de chia sobre las hiperlipidemias y asi también de realizar el
estudio fisicoquimico, toxicidad aguda, puesto que no se encontraron estudios de
dicho efecto y demas propiedades farmacologicas del aceite de las semillas de
chia, sin embargo se encontré estudios realizados de su composicion y sus

caracteristicas nutricionales.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cuales seran las caracteristicas fisicoquimicas, la toxicidad aguda y presentara
efecto hipolipemiante el aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia)

cultivadas en el distrito de Mollepata-Anta-Cusco?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, la toxicidad aguda y determinar
el efecto hipolipemiante del aceite de las semillas de Salvia hispanica L.

(chia) cultivadas en el distrito de Mollepata-Anta-Cusco.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer el aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia), por el equipo
de Soxhlet y Fluidos supercriticos.

2. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite de la Salvia
hispanica L. (chia).

3. Determinar el perfil de acidos grasos presentes en el aceite de las semillas
de Salvia hispanica L. (chia), por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.




4. Evaluar la toxicidad aguda, por via oral en animales de experimentacion
(ratones).

5. Evaluar el efecto hipolipemiante de las semillas de Salvia hispanica L.
(chia) en los niveles de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y
triglicéridos en animales de experimentacién (ratas).

6. Evaluar y comparar el efecto hipolipemiante del aceite de Salvia hispanica
L. (chia), y el farmaco de referencia (atorvastatina).

7. Comprobar “In vitro” la influencia de los diferentes pH del tracto
gastrointestinal de la rata de experimentacion, en la emulsion del aceite de
Salvia hispéanica L. (chia).

8. Determinar cuantitativamente la absorcion aparente del aceite de las
semillas de Salvia hispéanica L. (chia), en el tracto gastrointestinal de los
animales de experimentacion.

9. Determinar la presencia del aceite de Salvia hispanica L. (chia), a
diferentes horas, en el estbmago e intestino delgado de los animales de
experimentacion.

10. Determinar la influencia de la bilis en la hidrélisis enzimatica del aceite de

las semillas de Salvia hispanica L. (chia).

1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.4.1. CONOCIMIENTO

Los aceites de origen vegetal en su mayoria estan compuestos de omega 3 y
omega 6, quienes serian los responsables de: El efecto hipolipemiante, proteger
de enfermedades cardiacas a futuro y del efecto antiinflamatorio, ademas hay un
interés creciente en el papel que pueden desempefar estos acidos grasos como
el omega-3 en la prevencion de la diabetes y ciertos tipos de cancer. Siendo asi
es muy probable que el aceite extraido de las semillas de Salvia hispanica L.
(Chia) también contenga estos acidos grasos y presente un efecto hipolipemiante.
De ahi la importancia de investigar mejor las propiedades del aceite de las
semillas de chia, para asi contribuir en la salud, teniendo un conocimiento

cientifico que recomiende su uso con un fin terapéutico.




1.4.2. APLICABILIDAD

Al conocer las propiedades farmacoldgicas del aceite de chia, puede beneficiar en
la prevencion, tratamiento y como coadyuvante en el tratamiento de las
hiperlipidemias y asi disminuir el riesgo de padecer otras enfermedades a causa
de estas.

Puesto que una de las principales causas de las hiperlipidemias es la dieta rica
en grasas saturadas, la utilizacion del aceite de chia en la dieta diaria serviria
para prevenir estas enfermedades, sobre todo en los jovenes, pues se
recomienda hacerse un chequeo desde los 20 afos, sin embargo no solo la dieta
es un factor de riesgo, también estan los hereditarios como trastornos genéticos,
la diabetes, el hipotiroidismo, etc; nos pueden llevar a desarrollar hiperlipidemias,
en estos casos puede casos el aceite de chia puede contribuir en la mejora de
estos pacientes disminuyendo los niveles de colesterol malo, asi también puede

usarse como coadyuvante en el tratamiento de las hiperlipidemias.

1.4.3. ECONOMICO

Los costos de tratamiento y cuidado de las complicaciones de estas
enfermedades representan una elevada inversion para nuestro sistema de salud y
aseguradoras; esto sin mencionar el gasto catastréfico que significa para una
persona y su familia cuando no tienen acceso a algun tipo de seguridad social.

El aceite de chia puede aminorar los gastos que conllevan las enfermedades
como las hiperlipidemias y las relacionadas a estas, ya que si se utiliza en la
prevencion y tratamiento, puede ser beneficioso en la economia de cada familia,

asi también del Perd.

1.5. HIPOTESIS

El aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia), cultivadas en el distrito de
Mollepata — Anta — Cusco, presenta caracteristicas fisicoquimicas dentro de los
parametros de la norma CODEX, no presenta toxicidad aguda y tiene efecto
hipolipemiante.




CAPITULO Il

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1. VISION HISTORICA

En la época Precolombina, la Salvia hispanica L. (chia) era uno de los alimentos
basicos para las civilizaciones que se asentaron en América Central y México ©).
La chia fue desplazada como uno de los alimentos basicos por los cereales
provenientes de Europa; asi el cultivo de la chia desaparecio durante la colonia;
solo logré sobrevivir en areas montanosas aisladas de México, donde se cultiva
comercialmente desde hace siglos y hasta la fecha ).

El mayor centro productor de México esta en Acatic, Jalisco, de donde se
exportan cantidades crecientes a Japén, Estados Unidos y Europa ).

La chia reaparece en 1991 debido a que en numerosos trabajos médico-
cientificos se reconocen sus propiedades y de ahi se desarrolla mas el cultivo. En
los afios 90 se inicid el cultivo experimental de la chia en el norte de Argentina
(Catamarca, Salta y Tucuman), como cultivo alternativo, con resultados muy
positivos. Los rendimientos del proyecto alcanzaron con contenidos de aceite
cercanos al 39%. Parte de estas producciones se exportan a EE. UU ©),

La semilla de Salvia hispanica L. (Chia) fue cultivada por los aztecas y los mayas,
les proporcionaba fuerza y vigorosidad debido a los valores nutricionales ®).La
Salvia hispéanica L. (chia), aporta acidos grasos esenciales (Omega-3 y omega -
6), estos se encargan de estimular las células del cerebro, para mejorar la
concentracion y regular la presidon arterial, es rica en antioxidantes, vitamina B,
pero de lo que mas se puede destacar es su alta cantidad en fibra soluble, la cual
reduce la absorcién del Colesterol y un buen aliado a la hora de hacer una dieta
saludable. Algunos expertos anuncian que las semillas de Chia es un buen
alimento para reforzar forma fisica y mental, a la vez que asimilamos valores
nutricionales ideales para una vida mas sana, estas semillas no tienen olor ni
sabor, facilitan la digestion y facilitan el control del apetito ).

La Chia, fue considerada como “suplemento dietético” por la FDA (Food and Drug
Administration, USA), tiene 100% mas potasio que el platano, 100% mas fibra que

cualquier cereal en hojuelas, 200% mas hierro que la espinaca, 700% mas




omega- 3 que el salmoén del atlantico, 800% mas fosforo que la leche completa,
500% mas calcio asimilable que la leche y 1400% mas magnesio que el brécoli,

entre otros beneficios” ©).

2.2. ANTECEDENTES
2.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Jiménez P. Paula, Masson S. Lilia, Quitral R.Vilma. “Composicién Quimica
de Semillas de Chia, Linaza y Rosa Mosqueta y su aporte en acidos grasos
omega-3”. Trabajo de investigacion publicado en la Rev. Chil. de Nutricion.
vol.40 N°.2. Santiago, Chile; 2013.

El objetivo de este estudio publicado en la presente revista fue caracterizar las
semillas oleaginosas: chia (Salvia hispénica L.), linaza (Linum usitatis-simum) y
rosa mosqueta (Rosa rubiginosa), de acuerdo a la composicion quimica y analisis
de sus aceites. El contenido de grasa en las semillas se extrajo por Soxhlet, la
composicion de acidos grasos se determiné por cromatografia gas liquido (GLC),
también se determind el contenido de tocoles y estabilidad oxidativa (1),

Los resultados respecto al contenido de materia grasa, los valores reportados por
otros autores que se indica en este estudio fluctuan entre 30.0 y 33.5 g/100g,
mientras que las muestras analizadas contienen un valor de 27.9 g/100g.

Las semillas vegetales analizadas se caracterizaron por su bajo contenido de
humedad. En el caso de semillas de chia y linaza, ademas de tener un alto
contenido de materia grasa, también contienen un aporte proteico importante. A
diferencia de rosa mosqueta, que, a pesar de aportar menor cantidad de materia
grasa y proteina en relacion a las otras semillas en estudio, presenté un alto
contenido de fibra dietética (64 g/100 g) (.

Los aceites de las tres semillas estudiadas se caracterizaron por un alto contenido
de acidos grasos poliinsaturados, destacando la presencia de los acidos grasos
esenciales (linoleico y linolénico), con un promedio entre ambos de un 70 %
aproximadamente. Los aceites de las tres semillas contienen acido oleico, siendo
mayor en los aceites de rosa mosqueta (16,12 %) y linaza (15,76 %) que en chia.
En los aceites de semilla de chia y linaza se identificd principalmente acido
linolénico (51.8 y 55.3 %, respectivamente), el aceite de rosa mosqueta en cambio

presentd mayoritariamente acido linoleico en su composicién con 41.6 %, y el




acido linolénico también esta presente, aunque en menor proporciéon que en las
semillas de chia y linaza, con un 27 %. De los aceites de las tres semillas, el de
rosa mosqueta presenta un valor significativamente mas alto de tocoferoles,
siendo y-tocotrienol el isbmero mas abundante en los aceites de las tres semillas

estudiadas, lo que concuerda con lo descrito para otros aceites (19,

Ixtaina Vanesa Y. “Caracterizacion de la semilla y el aceite de chia (Salvia
hispanica L.), obtenido mediante distintos procesos, aplicacion en
tecnologia de alimentos”. Universidad Nacional de la Plata, Facultad de
Ciencias Exactas, Departamento de Quimica- Argentina. Tesis Doctoral -
2010.

El objetivo de este trabajo de Tesis es desarrollar el estudio de la caracterizacion
de la semilla y de la obtencion del aceite de chia, evaluando los distintos aspectos
que inciden en su calidad global, asi como investigar un mayor y mejor
aprovechamiento y aplicacion de sus componentes para la obtencion de alimentos
funcionales, benéficos para la salud del consumidor ("),

El método utilizado fue mediante procesos convencionales (prensa, extraccion por
solventes) y a partir de nuevas tecnologias (extraccion por fluidos supercriticos),
en caso de la extraccion por soxhlet se utiliza como solvente hexano y en el
equipo de FSC se usa coz y se extrae el aceite de chia a diferentes presiones
tiempo y temperatura, también se evaluan las principales caracteristicas
fisicoquimicas de los aceites obtenidos ().

El resultado en el porcentaje de rendimiento de la extraccion del aceite de chia
fue de 20.3-33.6 %, en cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas se determin¢ el
indice de yodo obteniendo valores de 190.-215.0, indice de acidez 2.05, indice e
saponificacion 193.09-193.01, indice de refraccion 1.4786-1.4781 e indice de
peroxido 1.84+/-0.6-2.19+/-0.8, estos valores para el aceite de las semillas de
chia de Argentina y Guatemala respectivamente. En la extraccién por FSC, se
llegd a la conclusidn de que el tiempo y la presion de extraccidn tuvieron una gran
influencia sobre el rendimiento del aceite, seguido de las interacciones presion-
temperatura, presion- tiempo. Las condiciones operativas fueron 80 °C- 450 bar -
240 min, obteniéndose un rendimiento del aceite de 88.15%. El proceso de




obtencion tiene efecto sobre el rendimiento del aceite, pero esta no influye
significativamente en la composicién de acidos grasos (')

Fernandez Inés, Ayerza Ricardo, Coates Wayne. “Caracteristicas
nutricionales de la chia”. Universidad de Buenos Aires. Trabajo de
investigacion publicado en la revista de actualizacion en nutricion vol. 7, N°

1. Buenos Aires- Argentina; 2006.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la administracion de
semillas o aceite de chia sobre el perfil de lipidos séricos en modelo experimental
de rata. Se utilizé ratas de la cepa wistar (n=18, 6 ratas por grupo), recibiendo
dietas experimentales al 20% de proteinas durante 30 dias. El grupo experimental
CH recibi6 dieta conteniendo 15% de semillas enteras de chia completando con
caseina para llegar al 20% de proteinas; el grupo a recibié caseina como fuente
proteica y aceite de chia en una cantidad igual a la aportada por el 15% de las
semillas de chia; el grupo control recibié solo dieta de caseina al 20% de proteina.
Al finalizar el periodo experimental se extrajo sangre por puncion venosa,
determinandose en el suero por métodos enzimaticos: colesterol total, triglicéridos
y las fracciones HDL y LDL colesterol (2),

Las concentraciones de colesterol se encontraron significativamente disminuidas
en el grupo CH con respecto a control C (95.88 vs 108.11), los triglicéridos se
presentan significativamente disminuidos en ambos grupos (CH: 69.67, A: 82.50,
C: 206.83), la fracciéon HDL se encuentra aumentada en CH y A. (CH: 31.92, A:
39.56, C: 26.19) y no se encontraron diferencias en los valores de LDL entre los

grupos (12),

2.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Ibanez Vasquez Llucy y Colaboradores. “Evaluacién de la Toxicidad Aguda y
la Accion Hipolipemiante del Aceite de Plukenetia Volubilis, Sacha Inchi”.
Universidad de san Martin de Porres. Trabajo de investigaciéon publicado en
Revista Horizonte Medico, vol. 6 N°1, Lima- Peru; 2006.

El objetivo de la presente investigacién fue evaluar la toxicidad aguda del aceite
de Plukenetia volubilis L. (Sacha Inchi) y su efecto hipolipemiante en los valores

del colesterol total, HDL y triglicéridos (13).




Se determind la dosis letal-50 (DL50) en 42 ratones de la cepa Nish, distribuidos
en siete grupos de seis ratones cada uno, a los cuales se le administro, via oral,
dosis crecientes del aceite (2, 4, 8, 16, 32, 64, 96 y 128 ml/kg). Para evaluar el
efecto hipolipemiante se utilizé 55 ratas albinas machos de la raza holtzman, en
un peso entre 194g y 290 g y dos meses de edad. Se utilizé una dieta con 15 %
de grasa saturadas para elevar los lipidos séricos durante todo el tiempo del
experimento (14),

Se utilizé tres dosis diferentes de Sacha Inchi (0.5, 1 y 2 ml/kg), administradas
durante 14 dias consecutivos, comparando sus efectos con un control positivo
(lovastatina) y un control negativo (sol. Fisioldgica), se controlo el peso de los
animales y los valores del colesterol total, HDL, LDL-colesterol y triglicéridos
sanguineos en tres tiempos diferentes (3.

Los resultados fueron, la DL50 fue de 111,65 mg/kg; hubo una reduccion
significativa de los valores sanguineos de triglicéridos y LDL, mas no de colesterol
y peso de los animales (13),

En conclusién, el aceite de Sacha Inchi es practicamente inocuo en ratones,
administrado por via oral, también tiene un efecto hipolipemiante reduciendo los

valores séricos de triglicéridos y LDL-colesterol, mas no del colesterol total (3.

2.2.3. ANTECEDENTES LOCALES

No se encontraron antecedentes locales.

2.3. ESTADO DE LA CUESTION

En nuestro pais, no se encontré6 antecedentes propios de Salvia hispania L.
(Chia), por ello se consultaron trabajos cientificos internacionales relacionados
con la especie y con el tema de investigacion. Se encontr6é el estudio de la
composicion quimica de las semillas de chia por Ixtaina (2010) ") y Jiménez
(2013) (19 de Argentina y Chile respectivamente, como también sobre las
caracteristicas nutricionales de la chia de Fernandez (2006) ('2, de Argentina,
también se encontré un antecedente nacional que fue un trabajo de investigacion
sobre el efecto hipolipemiante del aceite de Sacha Inchi estudiada por Ibafez
(2006) (3. En nuestra escuela profesional de Farmacia y Bioquimica y la escuela
profesional de Biologia de la Universidad de San Antonio Abad del Cusco, no se

encontraron antecedentes con especies oleaginosas. En nuestra escuela




profesional de Farmacia y Bioquimica solo se encontrd trabajos de investigacion
del efecto hipolipemiante de extractos etandlicos de diferentes plantas, mas no de

aceites.

Las semillas de Salvia hispénica L. (chia), es muy utilizada por sus propiedades
nutricionales, adelgazantes y medicinales, pero no estan estudiadas
farmacologicamente sino solo nutricionalmente, por esta razén no se encontraron
antecedentes sobre el efecto hipolipemiante, por lo cual se necesita investigarse
el aceite de chia, pues aporta diferentes propiedades a la de las semillas y asi

este estudio pueda contribuir en la salud de forma confiable y segura.

2.4. BASES TEORICAS
2.4.1. COLESTEROL

El colesterol es un compuesto aliciclico cuya estructura comprende, el nucleo de
perhidrociclopentanofenantreno con sus cuatro anillos fusionados, un solo grupo
hidroxilo en la posicidon c-3, un centro insaturado entre los atomos de carbono 5y
6, una cadena hidrocarbonada ramificada de ocho carbonos y unida al anillo en la
posicion 17 y un grupo metilo unido a la posicion 10 y otro grupo metilo unido a la
posicién 13 (14),

El colesterol es un lipido muy poco soluble en agua. La concentracion de
colesterol en el plasma de individuos sanos es normalmente de 150-
200mg/100ml. La elevada solubilidad del colesterol en la sangre se debe a la
presencia de las lipoproteinas plasmaticas (principalmente LDL y VLDL), que

tienen la capacidad de fijar por tanto solubilizar grandes cantidades de colesterol
(14)

FIGURA 1: ESTRUCTURA QUIMICA DEL COLESTEROL.
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CHS
CHz

Fuente: (Devlin, 2004) (14),




2.4.1.1. IMPORTANCIA:

El colesterol, que puede provenir de la dieta o de la sintesis de novo en
practicamente todas las células humanas, juega varios papeles importantes. Es el
esterol mayoritario en el hombre, y es un componente de virtualmente todas las
membranas plasmaticas e intracelulares. El colesterol es particularmente es
particularmente abundante en las estructuras mielinizadas del cerebro y del
sistema nervioso central, pero esta también presente en pequefias cantidades en
la membrana interna de la mitocondria. A diferencia de lo que ocurre en el
plasma, la mayor parte del colesterol de las membranas celulares se encuentra en
forma libre, no esterificada (14).

El colesterol es el precursor inmediato de los acidos biliares que se sintetizan en
el higado y que actuan facilitando la absorcidn de los triacilgliceroles y vitaminas
liposolubles de la dieta (14,

También es precursor de diversas hormonas esteroides. La progesterona
secretada por el cuerpo luteo del ovario y por la placenta. Los corticoesteroides
provienen del colesterol; entre ellos se cuentan la desoxicorticosterona, cortisol y
cortisona. El mineralocorticoide aldosterona se obtiene del colesterol en la zona
glomerulosa del cértex de la glandula adrenal. El colesterol sirve de precursor de
las hormonas esteroides femeninas, (los estrégenos por ejm. estradiol), en el

ovario y esteroides masculinos (por ejm. testosterona), en los testiculos (14,

2.4.1.2. SINTESIS

La ruta de sintesis del colesterol tiene lugar en el citosol y en el reticulo
endoplasmatico, y es impulsada en gran parte por la hidrélisis de los enlaces
tioester de alta energia del acetil CoA y los enlaces fosfoanhidrido del ATP (15),

El acetil-CoA se encuentra en la mitocondria, por lo que debe de salir de ella en
forma de citrato al citosol (14).

Las unidades isoprenoides seran las piezas que van a condensarse para dar lugar
a cadena hidrocarbonadas muy largas que se ciclaran y originaran a los
metabolitos previos al colesterol, al geranil pirofosfato se le une el isopenil

pirofosfato para dar lugar a un compuesto de 15 carbonos, el farmesil fosfato, la




union de dos farmesiles pirofosfatos originaran al escualeno (30 carbonos) aun a
una molecula lineal, para la formacién del escualeno hace falta la formacion de
un epoxido que se origina entre los carbonos 3’ y 4’, este es el paso previo para
que se pueda ciclar la molécula, la ciclacion la lleva acabo la epdxido escualeno
ciclasa, asi que la primera molécula ciclada, el lanosterol y finalmente existe 20
pasos reaccionales desde la formacion del lanosterol hasta que se llega a la

formacion del colesterol (14,

LANOSTERO — ZIMOSTEROL —+ DESMOSTEROL —-»—— COLESTEROL

La estructura (lanosterol) sufre una serie de reacciones, unos pequefios cambios,
algunos de los cuales no se conoce como se dan, la modificacion de la molecular
pasa por: cambios de dobles enlaces, perdida de metilos, perdida de doble
enlaces del carbono 25 y al final todos estos cambios queda constituido el

colesterol de 27 carbonos (14,

2.4.1.3. REGULACION METABOLICA

El colesterol sigue una regulacién muy estricta, asi mismo se debe de tener en

cuenta que dan origen al colesterol y el mecanismo que provocan su desaparicion
(14)

e La HMG — CoA reductasa, se controla por el producto de su reaccion si
queremos cambiar la concentracion del colesterol se puede actuar sobre esta
enzima, este control se puede realizar controlando la cantidad de enzima. A
menor cantidad menor actividad y a la inversa, también controlando su
actividad: mediante factores alostericos como farmacos entre otros y
aumentando la sintesis de la HMG — CoA reductasa (4.

e Regulacion de su cantidad, aumentando su expresion genética podemos
aumentar la degradacién del colesterol y si la disminuimos, se disminuye la
cantidad del colesterol; para aumentar la sintesis de HMG — CoA reductasa se
administrara insulina o hormonas tiroideas y para aumentar la sintesis de
HMG — CoA reductasa se aumentara la concentracién de colesterol (que
actua sobre factores transcriptores), o también se puede aumentar el acido
mevaldnico (que significa lo mismo que aumentar el colesterol) o sino

aumentar la concentracién de glucagon y corticosteroles: Existes otros




mecanismos de control de la sintesis de la HMG — CoA reductasa, pero estos

son los mas importantes (4,

2.4.2. LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Los lipidos sanguineos se mantienen en solucion, o al menos muy dispersado en
la circulacion, gracias a que estan incorporados a estructuras macromoleculares
denominadas lipoproteinas. Las lipoproteinas plasmaticas facilitan el metabolismo
lipidico y la transferencia de lipidos entre tejidos. Existen cuatro clases principales
de lipoproteinas: lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones (4.
Las lipoproteinas plasmaticas constituyen el vehiculo mediante el cual se
transportan el colesterol, los ésteres de colesterol y los triacilgliceroles de un
tejido u 6rgano a otro en el cuerpo. La LDL lleva el colesterol a diversos tejidos
que requieren colesterol para la estructura membranar o para la sintesis de
hormonas esteroides (')

Por el contrario, la HDL, que es rica en colesterol y tiene un contenido de
triacilgliceroles bajo, constituye el vehiculo principal para el transporte del exceso
de colesterol desde la periferia al higado en donde se puede excretar a través de
la bilis ya sea directamente en forma de colesterol o después de su conversion en
acidos biliares. Las lipoproteinas especialmente la de VLDL y los quilomicrones,
transportan triacilgliceroles a los sitios en que son metabolizados para la

produccién de energia o para su almacenamiento (14,

2.4.3. TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos es la combinacion de tres acidos grasos condensados en una
molécula de glicerol. Los triglicéridos se sintetizan en la mayoria de los tejidos a
partir de acidos grasos activados y de un producto del catabolismo de la glucosa,
que puede ser el glicerol 3-fosfato o la dihidroxiacetona fosfato (1),

El lugar de acumulacién de triglicéridos es el citoplasma de las células adiposas,
estas estan especializadas en la sintesis y almacenamiento de triglicéridos y en

su movilizacion (19,




2.4.4. HIPERLIPIDEMIAS
2.4.4.1. DEFINICION

Hiperlipidemia, aumento de la concentracidon plasmatica de lipoproteinas
circulantes (1),
También es posible clasificar las hiperlipidemias en primarias estas cuando se
produce una alteracion genética determinadas, como la hipercolesterolemia
familiar, secundarias cuando se produce como consecuencia a otros procesos
patolégicos (alcoholismo, diabetes, obesidad, hipotiroidismo, insuficiencia renal
cronica, hepatopatias), una ingesta dietética muy rica en colesterol y triglicéridos o
a la administracion de farmacos (tiazidas, B -bloqueantes, estrogenos,
anticonceptivos orales , glucocorticoides) ©).
Los resultados de los ensayos clinicos controlados de prevencion primaria y
secundaria han permitido establecer que los niveles plasmaticos son:

= Colesterol total: <200mg/dI.

= LDL colesterol: < 130mg/dl.

= Triglicéridos: < 150mg/dl.

= HDL colesterol: > 45mg/dI.

En los estudios de prevencion primaria se incluyen tanto factores de riesgo no
modificables (edad, antecedentes familiares de cardiopatia isquémica) como
modificables (tabaquismo, hipertension arterial, niveles de HDL < 40mg/dl, y
obesidad abdominal) por el contrario, en la prevencion secundaria los factores de
riesgo incluyen los antecedentes personales de enfermedad cardiovascular
(presencia de cardiopatia isquémica, accidente cerebro vasculares, arteriopatia

periférica o aneurisma aortico) ©).

2.4.4.2. TRATAMIENTO

e El tratamiento comprende la dieta, correccién de los factores de riesgo y
tratamiento farmacoldgico.

e Tratamiento dietético, consiste en reducir la ingesta de grasas con una
dieta hipocaldrica y elevar el gasto energético mediante el incremento del

ejercio fisico ©.




e Correccion de los factores de riesgo, implica identificar y controlar los
factores de riesgo, sedentarismo, consumo de alcohol, obesidad, estrés,
hipertension arterial o diabetes.

o Tratamiento farmacologico, mediante farmacos que disminuyen los niveles
plasmaticos de colesterol, bien por inhibir su sintesis hepatica o por
disminuir su absorcion digestiva (resinas ezetiniba), o disminuye los niveles

de triglicéridos por aumentar su metabolismo el de las VLDL (fibratos, acido

nicotinico) ©.

CUADRO 1: RESUMEN DE LOS FARMACOS HIPOLIPEMIANTES

FARMACOS
HIPOLIPE-
MIANTES

MECANISMO DE ACCION

REACCIONES
ADVERSAS

EJEMPLOS

Estatinas

Reducen la sintesis celular del
colesterol 'y los niveles
circulantes de LDL-colesterol,
las células responden a esta
reduccion aumentando la
expresion, particularmente en
el higado, de los genes que
codifican la HMG-CoA-
reductasa, por lo que la
sintesis de colesterol
disminuye solo ligeramente, y
los receptores celulares de las
LDL, aumentando la captacion
hepatica LDL y VLDL ©®).

Dispepsia,
nauseas,
flatulencias
Cefaleas,
dificultad  para
dormir y
concentrarse,
enrojecimiento
cutaneo.

Las reacciones
mas graves
pueden ser
miopatias,
mialgia,
debilidad y fatiga
muscular ©).

Fluastatina
Pravastatina
Lovastatina
Sinvastatina

Atorvastatina
(5).

Resinas
intercambio
iénico

de

En el intestino delgado se
unen a los 4&cidos biliares
formandose complejos resina-
acidos biliares, que no se
absorben como consecuencia
inhiben la circulacién entero
hepatica de los acidos biliares
y la absorcién digestiva del
colesterol. Las resinas
disminuyen los acidos biliares
y estimulan la conversion del
colesterol endégeno en acidos
biliares que se eliminan por
via biliar, un efecto que
disminuye el contenido
hepatico de colesterol ©),

Nauseas,
vomitos,
distencién
abdominal,
meteorismo.
A dosis
producen
esteatorrea y
disminuyen la
absorcion de
vitaminas
liposolubles
DyK)®,

altas

(A

Colestiramina
Colestipol
Filicol ©®




Fibratos Agonistas de  receptores | Nauseas, Clofibratos

nucleares activados por | vomitos, Genfibrozilo
proliferadores de peroxisomas | diarreas, dolor | Fenofibrato
PPAR. La wunion de los | abdominal Alufibratos
fiboratos a los PPAR alfa | flatulencias, Binifibratos
aumenta la actividad de las | colelitiasis, Bezafibratos
enzimas implicadas en la beta | prurito, Ciclifibratos
oxidacion mitocondrial de los | exantemas, Etofibratos ).

acidos grasos en el higado vy | urticaria,

en el musculo esquelético, | alopecia,
disminuyéndola sintesis de | anemia,
triglicéridos y la secrecion | leucopenia,
hepatica de VLDL y también | cefaleas. Etc ©.
aumentan los niveles de HDL

colesterol ©).
FARMACOS MECANISMO DE ACCION | REACCIONES | EJEMPLOS
HIPOLIPE- ADVERSAS
MIANTES
) Su mecanismo no es bien | Nauseas, dolor | Acido
Acido conocido. En el higado, | gastrico, nicotinico ©®.
nicotinico reduce la sintesis de | diarreas, vomitos

triglicéridos en (25 — 35%), y | enrojecimiento,
estimula el aclaramiento de | prurito,

los triglicéridos de los | exantemas,
quilomicrones y de las VLDL. | hiperuricemia vy
Disminuye los niveles de | taquicardia ©®.
VLDL (25 — 40%) y de LDL
(15 — 30%) y aumenta los
HDL (15 — 30%) ©.

Fuente: Elaboracién propia.

2.4.5. CHIA

La Salvia hispanica L. (Chia), es una especie es originaria de areas montanosas
de México y si bien resulta una verdadera novedad en nuestro mercado, se sabe
qué hace ya 3500 afos a.c. era conocida como un importante alimento y
medicina. En la época precolombina era para los mayas uno de los cuatro cultivos
basicos destinados a su alimentacién, junto al maiz, el poroto y el amaranto. Con
el paso del tiempo su uso cayo en el olvido y fue a finales del siglo pasado que el
interés por la chia resurgio, ya que se la puede considerar una buena fuente de
fibra dietaria, proteina y antioxidantes. En el ano 1991 se reconocieron sus
propiedades y fue reactivado su cultivo gracias a un programa de desarrollo e
investigacion de la Universidad de Arizona, promoviendo la recuperacion de este

cultivo subtropical en EEUU, México y Argentina 2.




La Salvia hispanica L. es comunmente conocida como chia, siendo esta palabra
una adaptacion espafola al término nahua chian o chien (plural), término que en
nahuatl significa “semilla de la que se obtiene aceite” (18

En el imperio azteca. La Chia erasualimento, medicina y como base

para sus pinturas corporales, con fines decorativos y ofrenda a los dioses (9.

FIGURA 2: LA PLANTA DE Salvia hispanica L. (CHIA).

Fuente: Revista Agro mensajes (2).

FIGURA 3: SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (CHIA)

Fuente: (USDA, 2010) (19),




2.4.5.1. UBICACION SISTEMATICA

Segun la clasificacion taxondémica propuesta por CARLOS Linneo, la posicion

sistematica de la Salvia hispanica L. (chia) es la siguiente:

Reino: Vegetal o Plantae
Divisién: Magnoliophyta o Angiospermae
Clase: Magnoliopsida o Dicotyledoneae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Salvia

Especie: hispanica

2.4.5.2. CARACTERISTICAS BOTANICAS

La salvia hispanica L. es una planta herbacea anual; tiene de hasta 1 m de altura
que presenta hojas opuestas de 4 a 8 cm de largo y 3 a 5 cm de ancho. Las flores
son hermafroditas, entre purpureas y blancas, y brotan en ramilletes terminales.
La planta florece entre julio y agosto en el hemisferio norte; al cabo del verano, las
flores dan lugar a un fruto en forma de aqueno indehiscente cuya semilla es rica
en mucilago, fécula y aceite; tiene unos 2 mm de largo por 1,5 de ancho, y es

ovalada y lustrosa, de color pardo-grisaceo a rojizo 7).

2.4.5.3. VALOR NUTRICIONAL DE Salvia hispanica L. (chia)

TABLA 1: VALOR NUTRICIONAL DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (CHIA)

Carbohidratos 42.12
Fibra alimentaria 34.4
Grasas 30.74
Proteinas 16.54
Agua 5.80
Retinol 54 ug (6%)




Tiamina 0.620 mg (48%)
Riboflavina 0.170 mg (11%)
Niacina 8.830 mg (59%)
Vitamina c 1.6 mg (3%)
Vitamina e 0.50 mg (3%)
Calcio 631 mg (63%)
Hierro 7.72 mg (62%)
Magnesio 335 mg (91%)
Fosforo 860 mg (123%)
Potasio 407 mg (9%)
Sodio 16 mg (1%)
Zinc 4.58 mg (46%)

Valor nutricional por cada 100 g / Energia 483 kcal 2017 kJ
Fuente: (USDA, 2010)(19),

2.4.5.4. PROPIEDADES DE Salvia hispanica L. (chia).

Las semillas de chia representan la fuente vegetal con mas alta concentracién de
Omega 3. Poseen un 33 % de aceite, del cual el acido linolénico representa el 62
% y el linoleico el 20 %. La chia es el cultivo con mayor porcentaje de AGE al
tener el 82 % de sus lipidos con dicha caracteristica. Mas alla de su excelente
perfil lipidico, la chia tiene buena dosis de proteina (23 %), aminoacidos
esenciales, entre ellos la lisina, limitante en los cereales En materia de vitaminas,
es una buena fuente del grupo B. La carencia de vitamina B favorece la formacion
de depdsitos de placas en las paredes arteriales e incrementa el riesgo de
afecciones cardiovasculares. Pero los minerales que la chia vuelve a destacarse
pues posee 714 mg de Ca en la semilla entera y 1180 mg en las semillas
parcialmente desgrasadas (harina); para dar una idea, la leche tiene apenas 125
mg, o sea entre 6 y 10 veces menos. Ademas, posee gran riqueza en hierro (16,4
mg), magnesio (390 mg), potasio (700 mg) y fésforo (1.057 mg). La chia también
contiene buenos valores de cinc y manganeso, siendo muy pobre en sodio. Otra
virtud de la chia es su buena cantidad (27 %) y calidad de fibra, sobre todo en
forma de fibra soluble (mucilagos). Este tipo de fibra retarda el indice de glucosa

en sangre y reduce la absorcion de colesterol @),




Las Propiedades terapéuticas de las semillas de chia aportan los siguientes
efectos: antioxidante, antiagregante plaquetario, antiinflamatorio,
anticarcinogénetico, laxante, hipotensor, hipocolesterolemiante, hipoglucemiante,
inmuno-estimulante, tonico cardiaco y nervioso, y alimento mineralizante,
vitaminico y proteico. El consumo de chia resulta util en casos de celiaquia,
depresion, estrés, diabetes, obesidad, problemas gastrointestinales, tumores,
artritis, asma, afecciones cardiovasculares y pulmonares, soriasis,
arteriosclerosis, anemias, embarazo, lactancia, crecimiento y debilidad
inmunologica .

Como contraindicaciones y efectos secundarios al consumir semillas de chia se
debe prestar especial atencion a aquellos usuarios medicados contra la
hipertension o cuya tension tienda a ser baja, puesto que esta semilla tiene la
propiedad de reducir la presidén sanguinea por su efecto vasodilatador. En
determinadas personas, el consumo de chia puede ocasionar dolor de estdmago.
Asimismo, las personas que padecen diverticulitis deberian no tomar las semillas,
pues podria agravarse la inflamacion, también en casos de diarreas (9.

Dentro de los efectos adversos podemos decir que segun varias personas que
consumieron las semillas de chia por bastante tiempo, mencionaron que tuvieron
una disminucidén de la vista, sin embargo no hay investigaciones sobre estos

efectos adversos de la chia.

2.4.5.5. ACEITE DE Salvia hispéanica L. (chia)

El contenido de aceite presente en la semilla de chia es de alrededor de 33%, el
cual presenta el mayor porcentaje de acido a-linolénico conocido hasta el
momento (62 — 64 %) (8

Dado su alto contenido de Omega-3, bastaria con ingerir apenas unos gramos de
aceite (una cucharadita) en crudo, a fin de cubrir las necesidades diarias de acido
linolénico ('8). El aceite obtenido de la semilla de chia no tiene ni produce olor a
pescado (8, por lo que el consumo de los productos obtenidos o realizados con la
semilla de chia no necesitan un empaque y condiciones de almacenamiento
especiales para prevenir incluso los menores cambios ocasionados por el medio
ambiente haciendo que los antioxidantes naturales sustituyan el uso de

estabilizadores artificiales; haciendo de éste, un cultivo sustentable y ecolégico y




convirtiendo a la semilla o cualquiera de sus derivados en materia prima ideal
para enriquecer una gran diversidad de productos, gracias a su composicion
quimica y su valor nutricional, confiriéndole un gran potencial para usarla dentro
de los mercados alimenticios ).

El consumo de aceite de chia: se puede incluir en aceites y grasas hasta un 10%
y como complemento nutricional se pueden consumir hasta 2 g de aceite de chia
al dia (9,

En cuanto a las contraindicaciones y efectos adversos del aceite de chia no se

encontraron investigaciones que reporten algun efecto no deseado.

TABLA 2: CANTIDAD EN PORCENTAJE DE ACIDO’S GRASOS DEL ACEITE DE Salvia
hispanica L. (CHIA) EN LOS DIFERENTES PAISES DE AMERICA DEL SUR.

Acido graso (%)

Pais Aceite(g/10 | Palmitico | Esteérico | Oleico | Linoleico | a-

Og de Linolenico

semilla)
Argentina | 34.0 7.0 3.0 6.7 19.5 63.1
Bolivia 32.7 7.4 2.7 7.1 18.7 63.6
Colombia |29.9 7.5 3.5 7.6 19.2 57.9
México 31.0 6.7 3.3 7.5 19.6 61.6

Fuente:(Ayerza, 2006) (18),

2.4.6. EXTRACCION DE ACEITES POR EL METODO DE SOXHLET

Es un método utilizado para la extraccion de compuestos, generalmente de
naturaleza lipidica, contenidos en un sdlido, a través de un disolvente afin.
Consiste en colocar el material a extraer previamente molido y pesado, en un
cartucho de celulosa que se introduce en la camara de extraccion, conectada por
una parte a un balén de destilacion y por otra parte a un refrigerante. El disolvente
contenido en el balén se calienta a ebullicion, el vapor haciende por el tubo lateral
y se condensa en el refrigerante, cayendo sobre el material. Cuando alcanza el
nivel conveniente sifonea por el tubo regresando al balén. El proceso se repite
hasta conseguir el agotamiento deseado del material 29,




FIGURA 4: EQUIPO DE EXTRACCION DE ACEITES SOXHLET
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2.4.7. EXTRACCION DE ACEITES POR EL EXTRACTOR DE FLUIDOS
SUPERCRITICOS

El principio de extraccion se basa en que el fluido es llevado a un estado
supercritico especifico a fin de extraer un soluto determinado. Asi, el material a
ser sometido al proceso es expuesto al fluido bajo condiciones de tiempo,
temperatura y presion controladas, lo que permite la disolucién de los solutos de
interés en el fluido supercritico. El soluto disuelto es separado posteriormente del
fluido supercritico mediante la disminucion de la presién de la solucion 2. La
manipulacion de la temperatura y presion por encima del punto critico modifica las
propiedades del fluido y mejora su habilidad para penetrar en las estructuras y
extraer determinadas moléculas de diferentes tipos de materiales 2.

Dentro de los solventes utilizados en este método se pueden mencionar al etileno,
dioxido de carbono, etano, propano, n-hexano, acetona, metanol, etanol, acetato
de etilo, agua, entre otros. El didxido de carbono es el fluido supercritico mas
comunmente utilizado para la extraccion de productos alimenticios ya que
presenta una serie de ventajas: es de bajo costo, se comercializa en un grado de
alta pureza, no contamina el ambiente, no es tdxico ni inflamable, es facilmente
removible del producto de interés a través de una simple despresurizaciéon una
vez finalizada la extraccion y resulta ideal para extraer compuestos
termosensibles (Tc 31,1°C, Pc 73,8 bar). Ademas, el diéxido de carbono en
estado supercritico (SC — CO2) presenta una alta densidad y baja viscosidad, lo

cual aumenta su capacidad para solubilizar compuestos y permite una mejor

penetracion hacia el interior de los sdlidos (?2),




2.4.8. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados, e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el unico dato de que disponemos para la identificacion de cada
uno de ellos es el tiempo de retencibn de los correspondientes picos
cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca,
sobre todo cuando analizamos muestras con un numero elevado de
componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar. Por otra
parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente (23),

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS
(“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la
separacion e identificacion de mezclas complejas. La utilizacion de la
cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas requiere sistemas
especiales de conexion. En principio, se trata de dos técnicas que trabajan en
fase gaseosa y necesitan una muy pequena cantidad de muestra para su analisis,
por lo que son muy compatibles. El unico obstaculo serio a la hora de realizar su
acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna cromatografica sale a
presion atmosférica y debe introducirse en el interior del espectrometro de masas
que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando
se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual. En
resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases se
separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrémetro
de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas (23,




FIGURA 5: CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS.
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Fuente: (Estremera, 2011) 4

2.4.9. FUNDAMENTO DEL METODO DE LA DETERMINACION DEL
COLESTEROL TOTAL, LDL-COLESTEROL, HDL-COLESTEROL Y
TRIGLICERIDOS.

El fundamento del método enzimatico colorimétrico de la determinacién del
colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos, que se determin6 en

el espectrofotometro UV visible, se observa en el Anexo N° 8,9, 10y 11.

2.4.10. FUNDAMENTO PARA LA DETERMINACION DE LA ABSORCION
APARENTE DEL ACEITE DE CHIA EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL DE
LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Las grasas es el nutriente que menos se afecta en la absorcidén. Asi mientras la
absorcion de las proteinas y carbohidratos disminuyen mas en casos de diarreas,
las grasas por poseer una elevada densidad energética 9kcal/g no son afectadas.
Sin embargo un elemento a considerar, en relacién con esta proposicién, es la
influencia del tipo de grasa en su biodisponibilidad. En el individuo sano los

mecanismos de absorcidn no estan afectados y la absorcién de todo tipo de grasa




independientemente de su procedencia es superior al 90 %. Sin embargo es
conocido que el mecanismo de absorcion de las grasas difiere segun las
caracteristicas de los acidos grasos constituyentes. Asi una fuente de grasa, que
presente una mayor proporcion de acidos grasos de cadena corta y media pudiera
ser mejor absorbida y de esta manera suministrar mayor cantidad de energia al

organismo. “1)

2.4.11. FUNDAMENTO PARA LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL
ACEITE DE CHIA EN EL ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO DE LOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los fosfolipidos microbianos y los acidos grasos procesados son digeridos y
absorbidos a través de la pared del intestino. La bilis secretada por el higado y las
secreciones pancreaticas (ricas en enzimas y en especial las lipasas pancreaticas
y bicarbonato) se mezclan con el contenido del intestino delgado. Las secreciones
biliares en especial el acido glicdlico, taurocdlico y célico son esenciales para
preparar los lipidos para la absorcion, formando particulas mezclables con agua
que pueden entrar en las células intestinales. En las células intestinales la mayor
parte de los acidos grasos se ligan con glicerol (proveniente de la glucosa de la
sangre) para formar triglicéridos. Para determinar su presencia en el intestino se
pueden realizar mediante el uso del microscopio- 42)

Los triglicéridos, algunos acidos grasos libres, colesterol y otras sustancias
relacionadas con lipidos se recubren con proteinas para formar lipoproteinas ricas
en triglicéridos, también llamados lipoproteinas de baja densidad. Las
lipoproteinas ricas en triglicéridos entran en los vasos linfaticos y de alli pasan al
canal toracico (donde el sistema linfatico se conecta con la sangre), y asi llegan a
la sangre. En contraste en la mayoria de nutrientes absorbidos en tracto
gastrointestinal los lipidos absorbidos no van al higado sino que entran
directamente a la circulacién general. Asi los lipidos absorbidos pueden ser

utilizados por todos los tejidos del cuerpo sin ser procesados por el higado. 4"




2.4.12. FUNDAMENTO PARA DETERMINAR LA INFLUENCIA DEL pH DEL
TRACTO GASTROINTESTINAL DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION,
EN LA EMULSION DEL ACEITE DE CHIA

Los acidos grasos de cadena larga necesitan ser solubilizados en los contenidos
del intestino a través de una mezcla de sales biliares para su posterior absorcion y
no poseen ninguna influencia frente al pH. Por el contrario los acidos grasos de
cadena corta al ser monémeros en la fase acuosa luminal pueden ser absorbidos
por cualquier segmento del tracto digestivo de los mamiferos. Como regla general
los compuestos hidrosolubles no ionizados pasan a través de la membrana celular
lipidica pero sus partes ionizadas no lo hacen al igual ocurren con los acidos
grasos. “4)

El indice de absorcidon relativa de un electrolito débil depende no solo de la
liposolubilidad relativa del compuesto no ionizado sino que también lo hace des u
pk. La pk de los acidos grasos es cercana a 4.8 y los grados de ionizacion del
acido aumentan con el pH y es aproximadamente 100/1 con un pH de 7.0. En
condiciones fisioldgicas normales, el pH de los contenidos del canal alimentario es
mayor que 5.0 a excepcion del estomago e incluso algunas veces mas alto que
7.0, es posible que los acidos grasos puedan ser absorbidos incluso en un pH
neutro. 44

El transporte de acidos grasos parece ser principalmente debido a una difusion
pasiva no idnica. Quiza pueda ser considerado como una especie de “transporte

activo” ya que se requiere energia para los mecanismos de regulacion del pH. ¢4

2.4.13. FUNDAMENTO DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LOS LIPIDOS

La hidrolisis enzimatica se produce mediante un grupo de enzimas llamadas
hidrolasas, estas enzimas ejercen un efecto catalitico hidrolizante, es decir
producen la ruptura de enlaces por agua segun H-OH+R-R - R-H+R-OH. En
algunos casos este grupo puede ser transferido por la enzima a otras moléculas y
se consideran la hidrolisis misma como una transferencia del grupo agua. Estas
enzimas que catalizan de forma natural la hidrolisis de triacilgliceridos, estan
presentes en la totalidad de los organismos vivos desde los microrganismos a los
animales superiores, siendo imprescindible para la asimilacién de los lipidos asi
como también para su almacenamiento y posterior utilizacion de las grasas que

sirven de reserva energética. 43




2.4.14. DEFINICION DE TERMINOS

1. HIPOLIPEMIANTE: Farmaco que reduce los niveles de Colesterol total,
LDL-colesterol y triglicéridos 9.

2. ESTATINAS: son farmacos conocidas también como inhibidores de la
reductasa de la coenzima a 3-hidroxi-3-metilglutaril (Coa-HMG) estan
aprobadas para el tratamiento de las hiperlipidemias 5.

3. HIPERLIPIDEMIA: Cantidad excesiva de lipidos en plasma sanguineo 29,

4. EXTRACTOR SOXHLET: El extractor Soxhlet o simplemente Soxhlet (en
honor a su inventor Franz von Soxhlet) es un tipo de material de vidrio
utilizado para la extraccion de compuestos, generalmente de naturaleza
lipidica, contenidos en un sdlido, a través de un disolvente afin 29

5. ACEITE CRUDO: La grasa cruda en los alimentos es el residuo no volatil
que queda después de evaporar en estufa el extracto obtenido por la accién
del éter sobre el alimento #°,

6. HDL-COLESTEROL: - (High Density Lipoproteins), lipoproteinas de alta
densidad @,

7. LDL-COLESTEROL: (Low Density Lipoproteins), lipoproteinas de baja
densidad ),

8. VLDL-COLESTEROL: (Very Low Density Lipoproteins), lipoproteinas de
muy baja densidad #°.

9. OMEGA-3: Son acidos grasos esenciales poliinsaturados (el organismo
humano no los puede fabricar a partir de otras sustancias), que se
encuentran en alta proporcion en los tejidos de ciertos pescados (por regla
general pescado azul), y en algunas fuentes vegetales como el aceite de
perilla, las semillas de lino, la semilla de chia, el Sacha Inchi, etc
Inicialmente se les denomind vitamina F hasta que determinaciones
analiticas mas precisas hicieron ver que realmente formaban parte de los
acidos grasos. Algunas fuentes de omega 3 pueden contener otros acidos
grasos como el omega 6 .

10.OMEGA-6: Son un tipo de acido graso comunmente encontrados en los
alimentos grasos o la piel de animales. Estudios recientes han encontrado

qgue niveles excesivos de omega-6, comparado con omega-3, incrementan el

riesgo de contraer diferentes enfermedades, incluyendo depresion @5,




11.ARTERIOSCLEROSIS: La aterosclerosis es una enfermedad en la que la
placa se deposita dentro de las arterias. Las arterias son vasos sanguineos
que llevan sangre rica en oxigeno al corazon y a otras partes del cuerpo. La
placa esta compuesta por grasas, colesterol, calcio y otras sustancias que se
encuentran en la sangre. Con el tiempo, la placa se endurece y estrecha las
arterias, con lo cual se limita el flujo de sangre rica en oxigeno a los 6érganos
y a otras partes del cuerpo .

12.CARDIOPATIA ISQUEMICA: La cardiopatia isquémica es una designacion
genérica para un conjunto de trastornos intimamente relacionados, en donde
hay un desequilibrio entre el suministro de oxigeno y sustratos con la
demanda cardiaca. La isquemia es debida a una obstruccién del riego
arterial al musculo cardiaco y causa, ademas de hipoxemia, un déficit de
sustratos necesarios para la produccién de ATP y un acumulo anormal de
productos de desecho del metabolismo celular %
El estrechamiento de las arterias coronarias que irrigan el corazén ocurre
fundamentalmente por la proliferacion de musculo liso y el depdsito
irreversible de lipidos, especialmente ésteres y cristales de colesterol. La
lesion principal sobre el interior de los vasos sanguineos del corazén se
denomina placa de ateroma, rodeada por una capa de fibrosis #°.

13.GRASAS TRANS: Las grasas trans son un tipo de grasa que se forma
cuando el aceite liquido se transforma en una grasa sdélida afadiendo
hidrogenos. Este proceso se llama hidrogenacion y sirve para incrementar el
tiempo de vida til de los alimentos 9.

14.GRASAS POLIINSATURADAS: Los acidos grasos poliinsaturados son
acidos grasos que poseen mas de un doble enlace entre sus carbonos.
Dentro de este grupo encontramos el acido linolénico (omega 3 y el omega
6) que son esenciales para el ser humano. Tienen un efecto beneficioso en
general, disminuyendo el colesterol total .

15.GRASAS SATURADAS: Este tipo de grasas es solida a temperatura
ambiente. Las grasas formadas por acidos grasos de cadena larga (mas de
8 atomos de carbono), como los acidos laurico, miristico y palmitico, se
consideran que elevan los niveles plasmaticos de colesterol asociado a las

lipoproteinas LDL. Sin embargo, las grasas saturadas basadas en el

estearico tienen un efecto neutro @,




CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. MATERIALES BIOLOGICOS:

3.1.1.1. Muestra vegetal:
Semillas de chia cultivadas en Mollepata — Anta, perteneciente al

departamento de Cusco.

3.1.1.2. Animales de experimentacion:

Se utilizarén 40 ratas albinas hembras de la especie Rattus norvegicus de la
cepa holtzman, certificadas por el Instituto Nacional de Salud, (Anexo N°6).
Para la determinacion de la toxicidad aguda se utilizaron 28 ratones albinos
hembras de la especie Mus musculus de la cepa Balb/c/CNPB, certificadas

por el Instituto Nacional de Salud, (Anexo N°7).

3.1.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS:
3.1.2.1. MATERIALES DE LABORATORIO

e Equipos:
o Picnémetro
o Balanza analitica (OHAUS)
o Refractometro (ABBE SCHMIDT & HAENSCH - AR 12)
o Equipo de Soxhlet
o Extractor de fluidos supercriticos (Waters MV10).
o Espectrofotometro (Jasco V-630)
o CG/MS (Agilent 6890N)
o Termdmetro
o Bafo maria (Memmrt WNB10)
o Centrifuga (GREETMED GT 119-100T)
o pH- metro ( Pocket pH- meter can BNC)
o Microscopio (Leica DM500)




e Materiales de vidrio

O

O

Tubos de ensayo.

Erlenmeyer de 250 ml

Buretas

Pipetas volumétricas 3, 5,10ml.
Bagueta

Frasco ambar.

Probetas de diferentes calibres

e Reactivos:

O

O

Agua destilada

Alcohol etilico al 95° o etanol al 95%
Almidoén al 1% (almidon indicador, solucion al 1%)
Bencina

Cloroformo

HCI 0.1N (&cido clorhidrico al 0.1 N)
Yoduro de potasio 15%

KOH 0.1N (hidréxido de potasio al 0.1N)
KOH 0.1N etandlico

NaOH 0.1N etandlico (hidroxido de sodio al 0.1N etandlico)
Na2S2030.1N (tiosulfato de sodio al 0.1N)
NaCl 0.5N (cloruro de sodio al 0.5N)
NaOH 0.1N (hidréxido de sodio al 0.1N)
Solucion indicadora de fenolftaleina al 1%.
Kit de colesterol (Colestat - Wiener Lab.)
Kit de HDL (HDL colesterol - Wiener Lab.)
Kit de LDL (LDL colesterol - Wiener Lab.)
Kit de triglicéridos (TG color - Wiener Lab.)
Pancreatina 1%

Bilis de vacuno

Agua destilada

e Otros materiales

O

(@)

(@)

Jaulas
Canula orogastrica

Marcadores




o Jeringas1,3y5cc

o Papel boom

o Papel filtro

o Mortero

o Bolsas de polietileno

o Aguja numero 21

o Picetas

o Soporte universal

o Micropipetas 100, 1000ul
o Gradilla

o Espatulas

3.2. TIPO DE INVESTIGACION Y DISENO METODOLOGICO

Es de tipo cuantitativo y cualitativo, cuasiexperimental con preprueba y

postprueba.

3.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION:

CUADRO 2: CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LA ESPECIE VEGETAL Y

ANIMAL.
CRITERIO DE CRITERIO DE
INCLUSION EXCLUSION
DE LA ESPECIE Se incluyeron solo las | Se excluyeron, semillas
VEGETAL semillas en buen estado. | que se encontraron en
mal estado, es decir
descompuestas.
DE LOS ANIMALES DE RATAS: Se incluyeron RATAS: Se excluyeron
EXPERIMENTACION ratas albinas jévenes ratas y ratones que
certificadas por la INC, tuvieron pesos menores.
cepa Holtzman con un
peso de (150g +/- 20 g.).
Ratones: Se incluyeron
ratones certificados por la
INS, con un peso de 20-
259 aproximadamente.




3.4. DISENO DE LA INVESTIGACION

Para la determinacion de la toxicidad aguda del aceite de Salvia hispanica L.

(Chia), por via oral

Gi1 X1 O
Gz X2 02
Gs X3 O3
Ga X4 O4
Gs X5 Os
Ge Xe Os
Gr X7 Or

Gn: Grupo de ratas albinas donde n=4 ratas por grupo.

G (1-7): Grupos sometido a diferentes dosis de aceite Salvia hispanica L. (Chia).

X ¢1-7): Dosis del aceite Salvia hispanica L. (Chia) de
4, 8,16, 32, 64,96 y 128 mL/kg de peso por via oral.,

O (¢1-7): Se observaron durante 7 dias, registrando muertes y pesos cada tres dias.

Para determinar el efecto hipolipemiante del aceite de Salvia hispanica L.
(Chia), y comparar con el farmaco de referencia por via oral.

G1 O X1 O2
Gz Os X2 O4
Gs Os X3 Os
Gs Or X4 Os
Gs Og¢ Xs O10

Gn: Grupo de ratas albinas donde n=6 ratas.
G1: Grupo control negativo suero fisiologico
G2: Grupo control positivo atorvastatina.

G 35: Grupos sometido a diferentes dosis de aceite Salvia hispanica L (Chia), por

via oral.




X1: Con suero fisioldgico

X2: Dosis 10mg/dia de atorvastatina, por 14 dias.

X 35: Dosis de 0.5, 1 y 2mg/kg del aceite Salvia hispénica L. (Chia), por via oral,
por 15 dias.

O @, 3 5 7y 9: Medicion del colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y
triglicéridos antes de la administracion de la estatina y del aceite Salvia hispanica
L. (Chia).

O (2 4,6 8y10): Medicion del colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y
triglicéridos después de la administracion de la estatina y del aceite Salvia

hispanica L. (Chia).
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3.6. PROCEDIMIENTOS

3.6.1. PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE CRUDO DE LAS SEMILLAS
DE Salvia hispéanica L. (chia), POR EL EQUIPO DE SOXHLET

1. SELECCION Y LIMPIEZA.

Esta operacion se realizd manualmente para separar las semillas de Salvia
hispanica L. (chia) en mal estado (presencia de hongos), maltratadas, etc., ¢7)
(Fotografias N° 1y 2).

2. PESADO.

El pesado de las semillas de Salvia hispanica L. (chia), se realizé en una balanza

electronica y se colocaron en bolsas de polietileno de color oscuro 7).,

3. SECADO.

El secado se realizé en estufa, en donde se le colocaran en bandejas para un
secado eficaz temperatura de 20 — 40°C, se le pesod diariamente hasta obtener

tres pesos consecutivos %), (Fotografia N° 3).

4. MOLIENDA Y TRITURADO.

Esta operacion se realizé ingresando las semillas de Salvia hispanica L. (chia),
seleccionadas y pesadas a un molino de granos, para reducir a un tamafno de
particulas 7).

5. EXTRACCION POR SOLVENTES.

Para la extraccion del aceite se utilizé el equipo de Soxhlet, en donde se colocdo
20g de muestra envuelta en papel filtro al equipo, seguidamente se le agrego
hexano y se puso a calentar a una temperatura de 40°C, luego de cinco
sifoneadas el aceite extraido se recolecté en un envase previamente pesado para
asi determinar el porcentaje de rendimiento y se almacend en frascos de vidrio

ambar y se protegio de la luz @7,




FLUJOGRAMA 1: EXTRACCION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica
L. (CHIA) EN EQUIPO DE SOXHLET.

Recepcion de las semillas de Salvia
hispanica L. (chia)

Seleccién y limpieza

Secado
Molienda vy triturado Pesado
Extraccion con Porcentaje de
solvente humedad
Aceite obtenido Almacenamiento del

aceite

Fuente: Elaboracién propia.




3.6.2. PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE
Salvia hispanica L. (chia)), POR EL EXTRACTOR DE FLUIDOS
SUPERCRITICOS

1. La extraccion se realizd en el laboratorio de Nutricion de la Escuela
Profesional de Zootecnia, en Kayra.

2. El aceite extraido por este equipo fue el que se utilizé en la investigacion.

3. Las semillas de chia secas y molidas se pesaron aproximadamente de 7-8
gramos.

4. Se coloco en el equipo, luego se programd las condiciones de extraccion
en el software de control del extractor de fluidos super criticos modelo
MV10-waters, (Fotografia N°6).

5. Las condiciones con las que se trabajaron fueron: la temperatura, presion y
el flujo del coz que fue el fluido supercritico con el que se extrajo el aceite.

6. El aceite de las semillas de chia se extrajo a una temperatura de 60°c, la
presion de 280 bar y un flujo de 3.5 mL/minuto de CO2, (Fotografia N°7).

7. El tiempo en que se extrajo el aceite fue de dos horas aproximadamente

desde las condiciones ya estabilizadas. (Anexo N°4)




FLUJOGRAMA 2: EXTRACQION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica
L. (CHIA), POR FLUIDOS SUPERCRITICOS.

Seleccion

Secado

Molienda

Pesado

Introduccion de la muestra al
equipo de FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Pesado del vial vacio

Aceite obtenido

Pesado

Fuente: Elaboracion propia

Impureza/ Suciedad

e P =280BAR

e T°=60°C

e CO2=3 mL/min
e Tiempo = 2 horas




3.6.3. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL
ACEITE

3.6.3.1. DENSIDAD:

Método del picndmetro:
1. Se pesd el picnometro vacio
2. Se lleno el picndmetro de la muestra y se peso

3. Se hallé la densidad de acuerdo a la ecuacion: (Fotografia N°8).

D (Wpicnometro + muestra) — W picnometro vacio

V picnometro.

Donde:
D= Densidad.
W = Peso.

V = Volumen.

3.6.3.2. INDICE DE REFRACCION

Se utilizo el refractometro ABBE, en donde se colocd una gota del aceite de
chia en el refractometro y se llevé a una temperatura de 20°c y luego se
procedio a leer el angulo correspondiente al indice que se registra sobre la
escala graduada en indice de refraccion, visible en el visor, (Fotografia
N°9).

3.6.3.3. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ACEITE DE DE Salvia

hispanica L. (chia)

El procedimiento de las Caracteristicas quimicas para el aceite de Salvia

hispanica L. (chia) se realizaron segun las Normas Técnicas Peruanas.




CUADRO 5: METODO UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE LAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ACEITE

CARACTERISTICAS QUIMICAS

INDICE DE ACIDEZ LIBRE
Fotografia N°11

NORMA TECNICA PERUANA NTP
209.005 1968 (REVISADA EL 2011) 3%

INDICE DE YODO
Fotografia N°10

NORMA TECNICA PERUANA NTP
209.008 1968 (REVISADA EL 2011) 7

INDICE DE SAPONIFICACION
Fotografia N°14

NORMA TECNICA PERUANA NTP
209.058 1980 (REVISADA EL 2011) 38

INDICE DE PEROXIDOS
Fotografia N°12 Y 13

NORMA TECNICA PERUANA NTP
209.006 1968 (REVISADA EL 2011) (38

Fuente: Elaboracién propia.




3.6.3.4. FLUJOGRAMA DE LAS CARACTERISTICAS QUIMICAS PARA EL

ACEITE DE LAS SEMILLAS DE CHIA (Salvia hispanica L.)

FLUJOGRAMA 3: INDICE DE YODO

Aceite de chia

gl

6 mL de cloroformo

$

+*
10 gotas de solucion de Wijs *
-

¢

5 gotas de yoduro de potasio. -|

¢

10 mL de agua destilada

-

2 gotas de almidon

.

Titular con Tiosulfato de sodio
0.1N, hasta la desaparicion del
color azul.

-

Anotar volumen gastado

Fuente: Elaboracién propia

Pesado *} 1.003 9

Yodo metalico 5%.
2mL de cloroformo.
10 gotas de acido
acético




FLUJOGRAMA 4: INDICE DE PEROXIDOS

Aceite de chia

Pesado

s

3 mL de cloroformo

s

2 mL de acido acético

$

Solucién de yoduro de potasio al 15% y agitar

by

10 mL de agua destilada

$

2 gotas de almidon

-

Titular con tiosulfato de
sodio 0.1N, hasta la
desaparicion del color azul

.

Volumen gastado

Fuente: Elaboracién propia




FLUJOGRAMA 5: INDICE DE SAPONIFICACION

Pesar «

f

15 mL de KOH alcohdlica

-

Reflujar por una hora

f

Fenolftaleina 3 gotas

-

Titular con HCI 0.1N
, hasta la desaparicion del
color rosa.

Fuente: Elaboracién propia

Aceite de
chia0.3 g




FLUJOGRAMA 6: INDICE DE ACIDEZ

Pesar « Aceite de Chia
0.504g

y £

10ml de etanol

A

Calentar

¥+

Fenolftaleina 3 gotas

\ 4

Titular con NaOH 0.1N,
hasta obtener un color rosa.

Fuente: Elaboracion propia




3.6.4. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

El método que se utilizé para la preparacién de la muestra fue el método 1 del

manual ") del equipo, en nuestro caso la muestra que se utilizo fue de 100uL a la

cual a esta proporcion se redujo los demas valores, el procedimiento consiste en:

1.

Se tomdé 20 mL de muestra en un tubo de ensayo con tapon de rosca o en

un vial.

2. Se disolvid la muestra en 10mL de hexano.

3. Se le agregd 100uL de hidréxido de potasio en metanol

. Se cerrd el tubo o vial y se llevo al vortex por 30 segundos y luego se

centrifuga

5. Luego el sobrenadante se transfiere a otro vial.

6. Se inyecto 0.1uL en la cabeza de la columna cromatografia o Puerto de

Inyeccion

. La temperatura del horno fue desde 140°C hasta 230°C por un periodo de

tiempo de 35 minutos

. Este equipo estuvo conectado a un detector el cual emitié picos a un tiempo

determinado, este pico se compard con dos bibliotecas virtuales para acidos

grasos.

. Las condiciones a las cuales se determind los acidos grasos presentes y la

constancia del analisis estan en el (Anexo N°2 y 5)




FLUJOGRAMA 7: PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

Tomar muestra

pe

Disolver

-

Agregar

-

Mezclar

.

Centrifugar

pe

Sobrenadante

@ ¢
<
(¢
Q
~—
Q
=

Comparar resultados

Fuente: Elaboracién propia

100 uL de
aceite de chia

‘ Con hexano

‘ KOH
metandlico

# En vértex

# Tomar 0.1uL
# En cromatoégrafo
de gases

# Con bibliotecas virtuales
FAME y NIST




3.6.5. METODO PARA EVALUAR TOXICIDAD AGUDA Y EL EFECTO
HIPOLIPEMIANTE.

3.6.5.1. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD
AGUDA

1. Se formaron siete grupos de cuatro ratones cada uno, en total se utilizaron
28 ratones de experimentacion, que fueron traidos del bioterio del Instituto
Nacional de Salud, (Fotografia N°15).

2. Los animales de experimentacion (ratones), fueron alimentados de forma
balanceada durante los siete dias con un alimento para ratas del bioterio.

3. El aceite de Salvia hispanica L. (Chia), fue administrado por via oral
mediante una canula, con un periodo de ayuno previo de 24 horas.

4. Se ensayaron siete niveles de dosis (4, 8, 16, 32, 64, 96, 128 mL/kg), desde
una minima hasta una maxima, con el proposito de determinar la dosis letal
media (DL50), siguiendo el método que utilizd Ibafiez (2006) ('3, en su
trabajo de investigacion del aceite de Sacha Inchi, que se basaron en el
protocolo de la OCDE 420, donde se usaron dosis crecientes y para
determinar las dosis se utilizé una prueba piloto. ('3

5. Los animales fueron observados constantemente durante las primeras 24
horas y diariamente durante siete dias donde se registraron cualquier
cambio de comportamiento observable. El peso corporal se controlé al

primer, tercer, y septimo dia del experimento.




FLUJOGRAMA 8: DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

Formar 8 grupos
de 4 ratones

<

Marcar a los
ratones
Pesar — e 4ml/kg
e 8ml/kg
e 16 mL/kg
Administrar el —_ e 32ml/kg
7dias  4=m aceite de chia e 64ml/kg
e 96 mL/kg
‘ e 128ml/kg

—

7dias €= | Agministrar S.F. m=)  Grupo blanco

a

Dieta balanceada/
Alimentar 7 dias

e Primeras 24hrs
Observar e diariamente

@

e Primer
Controlar peso e Tercer

e Séptimo dia

@

Determinar =) DL50

Fuente: Elaboracién propia




3.6.5.2. PROCEDIMIENTO DE LA DETERMINACION DEL EFECTO
HIPOLIPEMIANTE

1. Se formaron 6 grupos y cada uno con 5 ratas, en total se utilizaron 30 ratas
de experimentacion, (Fotografia N°16).

2. Durante el periodo experimental, los animales permanecieron en jaulas y
mantenidos a temperatura ambiente.

3. Durante un periodo de 15 dias se les suministré alimento especial con un
contenido de grasa saturada, se les aliment6 con 30g al dia y 15g
aproximadamente de su alimento, el aporte de agua fue a libre demanda ).

4. Luego de los 15 dias de haberlas alimentado con dieta hiperlipidica, se midio
los valores basales del colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol y
triglicéridos por el método enzimatico colorimétrico, para esto se siguio el
procedimiento del inserto adjunto del reactivo (Anexo N°8, 9, 10 y 11), la
muestra de sangre se obtuvo de la cola del animal y en ayunas.

5. Seguidamente se procedié con la administracion de suero fisioldgico para el
grupo control negativo, atorvastatina (10 mg/kg/dia) para el grupo control
positivo, y para los otros tres grupos se les administraron diferentes dosis del
aceite de chia (0.5, 1 y 2 mL/kg de peso) (13). (Fotografia N°17).

6. La administracion fue diaria, se les administraron por via oral mediante una
canula orogastrica durante 15 dias, también se les continuo dando la dieta
hiperlipidica mas su alimento.

7. Pasado el tiempo se procedié a la extraccion de sangre de la cola y se
colecto la muestra en tubos heparinizados. (Fotografia N°18)

8. Luego se analizaron las muestras, (Fotografia N° 19, 20 Y 21) por el método
enzimatico colorimétrico para colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol
y ftriglicéridos (Fotografia N° 22 Y 23), para lo cual se siguieron los

protocolos ya establecidos (Anexo N° 8,9, 10 Y 11).




FLUJOGRAMA 9: EFECTO HIPOLIPEMIANTE EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
RATAS

Distribucién de 30 ratas en grupos de 6

Marcar las ratas

Pesado
, . TR Analisis del perfil
15 dias Dieta hiperlipidica lipidico
Pesado
e Aceitedechia0.5,1y2
. mL/Kg.
15 dias Tratamiento

e Atorvastatina 10 mg/kg.
e Suero fisioldgico

Extraccion de muestras de sangre

Analisis del perfil lipidico

e Colesterol total
e LDL - colesterol
e HDL - colesterol
e Triglicéridos

Fuente: Elaboracién propia




3.6.5.3. PROCEDIMIENTO DE ADMINISTRACION POR VIA ORAL

1. La administracion del aceite fue por via oral, mediante una canula
orogastrica.

2. Al animal se le sujeto y se le colocd en forma vertical con la cabeza hacia
arriba, estirando la cola hacia abajo para que no se mueva.

3. Luego se introdujo lentamente la canula teniendo cuidado de entrar a la

traquea (39),

FIGURA 6: ADMINISTRACION POR ViA ORAL

Fuente: (Fuentes, 2008) 39),

3.6.5.4. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRA POR LA COLA

Se utilizaron las dos venas ventrolaterales de la cola de la rata. Antes de la
insercion de la aguja 21G, la cola fue sumergida unos dos minutos en agua
caliente (40° C), para dilatar las venas.

Luego se desinfectd la zona y se procedid a recolectar la muestra de sangre,

aproximadamente 1 mL y se recolectd en tubos heparinizados 9.




FIGURA 7: TOMA DE MUESTRA PARA EL ANALISIS BIOQUIMICO
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Fuente: (Fuentes, 2008) (39,

3.6.6. PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA
ABSORCION APARENTE DEL ACEITE DE CHIA EN EL TRACTO
GASTROINTESTINAL EN LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

1. Se formd un grupo conformado por 5 ratas (Fotografia N° 27),

2. Teniendo un blanco que solo se le administréo su alimento 20 g previo
ayuno de 12 horas, durante dos dias.

3. A los cuatro restantes se les administro el aceite de chia de 1mL previo
ayuno de 12 horas, también durante dos dias.

4. Después de los dos dias se recolectaron las heces de las ratas de
experimentacion, tanto del blanco y de los que recibieron aceite
(Fotografia N°28).

5. Las heces recolectadas se hicieron secar y se procedié a moler.

6. Se determiné el contenido de grasa excretada en las heces de las ratas
de experimentacion mediante el equipo de extraccidon de Soxhlet,
(Fotografia N° 29) (40),

7. Para la determinacion cuantitativa de la absorcion aparente del aceite de
chia en el tracto gastrointestinal de las ratas de experimentacion,

(Fotografia N° 30), se usé la siguiente formula “1).

Consumo (g) — Pérdida en heces (g) x 100

Absorcion aparente (%) = Consumo (g)




EXPERIMENTACION

Marcar a las
5 ratas
Dieta o
balanceada 20 g Administrar
(Blanco)
Por 2 dias
Recolectar

heces (48hrs)

Secar

Moler

Extraer aceite

Determinar

Fuente: Elaboracion propia

FLUJOGRAMA 10: DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ABSORCION APARENTE
DEL ACEITE DE CHIA EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL EN LOS ANIMALES DE

1 mL de aceite de
chia + dieta
balanceada 20 g
(4 ratas)

Soxhlet

% Grasa absorbida
aparente




3.6.7. PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DEL ACEITE
DE CHIA (Salvia hispéanica L.) EN EL ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO
DE LA RATA DE EXPERIMENTACION (OBSERVACION AL MICROSCOPIO).

> Dh -

Este grupo estuvo conformado por 6 ratas de experimentacion.

De este grupo se tomo una rata de experimentacion, como blanco.

Y a los cinco restantes se les administro el aceite de chia.

Al blanco se le administré suero fisiolégico y a los cinco restantes se les
administré el aceite de chia por via oral 0.5 mL, al mismo tiempo.

Luego se les hizo una laparotomia “#2), (Fotografia N° 31), después de las 2
horas, tanto al blanco (Rata N° 1) y a uno que se le administré el aceite
(Rata N° 2)

Se tomaron muestras del estbmago e intestino delgado en el portaobjetos
(fotografia N° 32 y 33), seguidamente se observo al microscopio a 10X y
40X, para ver la presencia del aceite, (Fotografia N°34 y 35).

Luego de las 4 horas se le hizo laparotomia a la rata N° 3, que recibi6
también aceite de chia, de la cual se le tomé muestras del estbmago e
intestino delgado en el portaobjetos para la observacion al microscopio.
Igualmente se les hizo laparotomia a las ratas N° 4, 5, 6; después de las 8,
12 y 24 horas de haberles administrado el aceite de chia, también se
tomaron muestras de los estomagos e intestinos delgados de las ratas de
experimentacion, para la observacion de la presencia del aceite de chia a las

diferentes horas (Fotografias N° 36 al 47).




FLUJOGRAMA 11: DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL ACEITE DE CHIA
(Salvia hispanica L.) EN EL ESTOMAGO E INTESTINO DE LA RATA DE
EXPERIMENTACION (OBSERVACION AL MICROSCOPIO).

gm—

e Rata N°1
(Blanco)

Marcar a las 6 — e Rata N: 2

ratas e Rata N°3

e Rata N°4

‘ ~—— e RataN°5

e Rata N°6

Previo ayuno

0.5 mL de aceite de
SF.alblanco @™ | Administrar m) o Rizaayve

p
|

Rata 2 a las 2hrs.
e Rata 3 alas 4hrs.
Alas 2hrs. del S.F. - Laparotomia —— o Rata4 alas 8hrs.
(Blanco) e Rata 5 alas 12hrs.
Rata 6 a las 24hrs

.
[

Del estdbmago e
Recolectar muestra en # intestino delgado
portaobjeto
Observar en el
microscopio # A 10xy 40x

Fuente: Elaboracién propia




3.6.8. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION “in Vitro” DE LA
INFLUENCIA DE LOS PH DEL TRACTO GASTROINTESTINAL DE LOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION EN LA EMULSION DEL ACEITE DE CHIA
(SALVIA HISPANICA L.)

1.

Se prepard con agua destilada diferentes diluciones de 10 mL cada uno,
utilizando hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1N y acido clorhidrico (HCI) 0.1N,
para regular los pH 3, en gradientes de 2; 2.5; 3; 3.5; 4; 4.5 y 5; que
corresponde a los rangos del pH del estbmago e intestino delgado de la
rata de experimentacion (Fotografia N° 24),

Se llevaron las soluciones a bafio maria, a una temperatura de 37°C,
(Fotografia N°25).

Luego cuando las soluciones estuvieron a una temperatura de 37°c, se les
agrego 2 mL del aceite de chia (Salvia hispanica L.), a cada solucion y se

procedio a mezclar por 15 min y luego se observé si hubo emulsion “3),

. Después se le adicion6 a cada vaso 1mL de bilis de vacuno para poder

comparar la emulsién a diferentes pH tanto sin bilis y con bilis (Fotografia
N°26).




FLUJOGRAMA 12: DETERMINACION “in Vitro” DE LA INFLUENCIA DE LOS pH DEL
TRACTO GASTROINTESTINAL EN LA EMULSION DEL ACEITE DE CHIA (Salvia

hispanica L.)
Diluciones (con agua e 2
destilada, usando o 25
NaOH y HCL 0.1N, e 3
para obtener — e 35
diferentes pH) . 4
e 45
‘ e 5

Llevar a 37°c

Agregar aceite de chia 2mL

Mezclar y observar

Agregar bilis de vacuno

p

Mezclar y observar

Fuente: Elaboracion propia




3.6.9. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION “in Vitro” DE LA
INFLUENCIA DE LA BILIS EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ACEITE DE
CHIA (Salvia hispéanica L.)

1. Se utilizo el protocolo de hidrolisis enzimatica de lipidos.

2. Se colocaron en 4 tubos 1 mL de aceite de chia (Salvia hispanica L.)
seguidamente se les agregd 1 mL de bilis de vacuno (fotografia N° 48).

3. Y alos 3 primeros tubos se les adiciond 1 mL de extracto neutro de
pancreatina al 1% y al cuarto tubo 1 mL de extracto de pancreatina
llevado a ebullicion por 3 minutos “4),

4. Estos tubos fueron llevados a bafio Maria a 37°C y se les saco a
diferentes tiempos 15, 30 y 45 minutos respectivamente “4) y al cuarto
tubo se le retird a los 45 minutos.

5. Pasado el tiempo se les agregd 3 gotas de fenolftaleina y se procedio a
la titulacion con hidréxido de sodio 0.1N, hasta la desaparicidn del color
rosa (Fotografias N°49 y 50).

6. Luego se determind el porcentaje de hidrolisis enzimatica del aceite de

chia con el volumen gastado de NaOH 0.1N, (Fotografia N°51) (44),




FLUJOGRAMA 13: DETERMINACION “in Vitro” DE LA INFLUENCIA DE LA BILIS EN LA
HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE CHIA (Salvia hispanica

L.)

Marcar 4 tubos

+

Colocar 1 mL de
aceite de chia

+

1 mL de bilis de
vacuno

Inactiva al T4 Pancreatina 1%

Llevar a bano maria

NaOH 0.1N
Indicador fenolftaleina Titular

Anotar volumen
gastado

Fuente: Elaboracion propia

Activaal T1, T2y T3

e T1 por 15min.
e T2 por 30min.
e T3 por45min.
e T4 por 45min.




FLUJOGRAMA 14: FLUJOGRAMA GENERAL DE LOS PROCESOS DE

INVESTIGACION

Obtencion de
las semillas

L
Secado
|

Molienda

r

Extraccion del aceite de salvia hispanical.”chia” por el método de Soxhlet y FSC

Ensayo del efecto
hipolipemiante del
aceite de Salvia
hispanica L."chia”

—

Induccion de hiperlipidemia por
15 dias

Determinacion de los niveles de
colesterol total, LDL- colesterol,
HDL-colesterol y triglicéridos.
basales.

|

Administracion del aceite de chia a
diferentes dosis por via oral, mas
dieta hiperlipidica por 15 dias.

)

Determinacion de los niveles de
colesterol total, LDL- colesterol,
HDL-colesterol y triglicéridos.

I
[ 1

Dosis efectiva
hipolipemiante

Fuente: Elaboracion propia

No tiene efecto
hipolipemiante
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| |

Toxico
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|
Determinacion
fisicoquimica de la
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—

Densidad
|

indice de
refraccion

indice de acidez

indice de yodo

indice de
peroxidos

indice de saponificacion




3.7. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

CUADRO 6: TE,CNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOL,ECCION DE DATOS DE LAS
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS, EXTRACCION DEL ACEITE, EFECTO
HIPOLIPEMIANTE Y TOXICIDAD AGUDA.

TECNICAS

INSTRUMENTO

Observacion laboratorial:

Los resultados fueron recolectados a
partir de métodos analiticos y
experimentales.

ANEXO N°15: Formato para Ilas
caracteristicas fisicoquimicas del aceite
de chia:

e Densidad

e indice de refraccién

e Indice de saponificacion
e indice de acidez

e indice de yodo

e indice de perdxidos

ANEXO N°16: Formato para |la
extraccion del aceite de chia mediante
Soxhlety FSC.

e Cantidad de muestra

e Peso de vial vacio

e Peso de vial con aceite

e Cantidad de aceite extraido
e Porcentaje de rendimiento

ANEXO N°13 y 14: Formato para el
efecto hipolipemiante

e Dias

e Peso de ratas

e Dosis administradas

e Absorbancia

e Resultados basales

e Resultados después del tratamiento

e Observaciones

ANEXO N°17 y 18: Formato para la
toxicidad aguda

e Dias

e Peso de ratones

e Dosis administradas

e N°de muertes

e N° de vivos

e Observaciones

Fuente: Elaboracién propia




3.8. TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE ANALISIS ESTADISTICO

CUADRO 7: TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE ANALISIS ESTADISTICO DE
DATOS DEL EFECTO HIPOLIPEMIANTE Y TOXICIDAD AGUDA.

TECNICAS ANALISIS

Tratamiento de datos en Microsoft Procesamiento de datos
Office Word version 2017.

Tratamiento de datos en Microsoft Tablas estadisticas
Office
Excel version 2017.

Analisis en SPSS version 19.0 Analisis estadistico de los datos, utilizando
los métodos de analisis de prueba T,
ANOVA y post ANOVA y Duncan.

Analisis en el programa de Probit Andlisis de los datos para la determinacion
de la DL50.

Fuente: Elaboracion propia

INTERVALO O PORCENTAJE DE CONFIANZA

Todas estas pruebas estadisticas se realizaron al 95 % de confianza.




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. PORCENTAJE DE HUMEDAD

TABLA 3: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DEL ACEITE DE LAS
SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (chia)

Muestras de las

semilla de Salvia

Peso inicial (9)

Peso final (g)

Porcentaje de
humedad (%)

Promedio del

porcentaje de

hispanica L. humedad (%)

(chia) de las tres
muestras

Muestra 1 5.0063 4.7635 4.85

Muestra 2 5.0117 47714 4.80 4.83

Muestra 3 5.0012 4.7591 4.84

Fuente: Elaboracion propia y datos obtenidos experimentalmente.

Analisis e Interpretacion:

En la tabla N° 3, se observa el promedio del porcentaje de humedad de las
semillas de Salvia hispanica L. (Chia) que es de 4.83% lo que indica que las
semillas de Chia poseen un bajo contenido de agua en sus estructuras.

Segun Bartosik (2013) “%, mencioné que de este valor dependera la
conservacion y calidad de las semillas, puesto al tener granos humedos generaria
un ambiente propicio para el desarrollo de hongos y bacterias, haciendo que la
semilla no sea Util para su consumo. Asi mismo Gémez (2013) “6), menciono que
si el contenido de agua es alto en el aceite se observara niveles altos de acidez,
peroéxidos y acido palmitico, lo cual tiene una influencia en la calidad de las
semillas y el aceite.

Por otra parte, bases de datos de USDA (2010) (9, reportan valores de humedad

de 5.8 %, que es similar al determinado en el presente estudio.




4.2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

4.2.1. Extraccion del aceite de Salvia hispanica L. (Chia) en equipo de
Soxhlet.

TABLA 4: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LA
EXTRACION DEL ACEITE DE LA Salvia hispanica L. (Chia) EN EL EQUIPO DE

SOXHLET

Muestras Peso de la Peso del Porcentaje Promedio del
molidas de semilla aceite de porcentaje de
las semillas molida que extraido en el | rendimiento rendimiento de

de Salvia entré en el equipo (peso dela la extraccion de
hispanica L. | equipo (peso final) (g) extraccion las 3 muestras

(chia) inicial) (9) de cada (%)
muestra (%)

Muestra 1 20 5.9322 29.66
Muestra 2 20 5.8478 29.24 27.47
Muestra 3 20 4.7000 23.50

Fuente: Elaboracion propia y datos obtenidos experimentalmente.

4.2.2. Extraccion del aceite de Salvia hispanica L. (chia) en el extractor de
fluido supercriticos (FSC)

TABLA 5: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LA
EXTRACCION DEL ACEITE DE Salvia hispanica L. (Chia) EN EL EXTRACTOR DE
FLUIDOS SUPERCRITICOS (FSC)

Muestras Peso de la Peso del Porcentaje Promedio del
molidas de semilla aceite de porcentaje de
las semillas molida que extraido en rendimiento rendimiento de

de Salvia entré en el el equipo dela la extraccion de
hispanica L. | equipo (peso | (peso final) extraccion las 3 muestras

(chia) inicial) (g) (9) de cada (%)
muestra (%)
Muestra 1 8.0296 2.6381 32.85
Muestra 2 8.0555 2.1100 26.77 30.02
Muestra 3 8.1289 2.4736 30.43

Fuente: Elaboracion propia y datos obtenidos experimentalmente.

Andlisis e Interpretacion:
En la tabla N° 4 y 5, se muestra el porcentaje de rendimiento de la extraccion del
aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (Chia), que se realiz6 por dos

métodos: equipo de extraccion de Soxhlet usando como solvente hexano y por el




extractor de fluidos supercriticos (FSC) modelo MV10-waters con CO:2 a
condiciones supercriticas.

En conclusion el porcentaje de rendimiento fue mayor usando el equipo de fluidos
supercriticos obteniéndose un 30.02 % comparando con el equipo de extraccion
de Soxhlet en el cual se obtuvo un 27.47 %.

Por lo cual se puede decir que el equipo de FSC es mucho mejor para la
extraccion de aceites frente a la extraccidon con Soxhlet teniéndose asi muchas
ventajas puesto que en la extraccion con Soxhlet utiliza solventes como el hexano
esto deja un residuo inherente en el aceite, en cambio en FSC el aceite puede
ser extraido sin solventes pues se utiliza CO2 supercritico que no es téxico y esta
libre de residuos, asi también el tiempo de extraccion pues es mucho menor por
FSC que por el equipo de Soxhlet, por las ventajas mencionadas se utilizd para
los diferentes procedimientos el aceite de chia extraida por el equipo de Fluidos
Supercritico. Salguero (2007) “7), llegé a la misma conclusién en que el tiempo
de extracciéon es mucho menor en el equipo de FSC a comparacion de la
extraccion por solvente.

Este rendimiento obtenido se puede decir que son similares a los descritos por
Jiménez (2013) ("9, que reportd un rendimiento de 27.9 %, también Ixtaina
(2010) N, reportd el porcentaje de rendimiento d las semillas de Argentina y
Guatemala de 20.3-33.6 % y segun Sanchez (2012) “3), report6 el porcentaje de
rendimiento de la linaza que tiene un 30-40 % de aceite y del Sacha Inchi que

tiene un rendimiento de aceite de 35-45 % siendo mayor al de la chia.

4.3. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS
DE Salvia hispanica L. (CHIA)

TABLA 6: RESULTADOS DE LAS CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS DEL ACEITE
DE Salvia hispanica L. (Chia)

Valor_es de )
CARACTERISTICAS FIiSICAS refergg[')aEf(egun
CONSTANTES | ACEITE UNIDAD
Densidad 0.925 L ———
indice de 1482 | —— |
refraccion




Valores de
CARACTERISTICAS QUIMICAS referencia segin
CODEX
CONSTANTES ACEITE UNIDAD
indice de acidez | 1.03 mg de KOH/100g de | Maximo 4 mg de
aceite KOH/100g de aceite
indice de yodo 189.08 g de yodo/100g de
aceite
indice de 5.7 meq Oz activo/kg Maximo 10 meq O:2
peréxidos de aceite activo/kg de aceite
indice de 184.30 mg KOH/100g de
saponificacion aceite

Fuente: Elaboracion propia y datos obtenidos experimentalmente.

Anélisis e interpretacion:

En la tabla N° 6, se observa los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas
del aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia), los resultados de la
densidad junto con el indice de refraccion nos dara informacién de la pureza de
un aceite y de la calidad de la misma segun Paucar (2013) (33),

Los resultados para el indice de peroxido y de acidez se puede considerar un
aceite muy aceptable estos valores se encuentran por debajo de los considerados
como requisitos de calidad para aceites establecidos por el CODEX “9), que son
10 meqg/kg de aceite y 4 mg de KOH/100g de aceite respectivamente. Salazar
(2004) 49 indico que el valor de la acidez, indica la presencia de una baja
concentracion de acidos grasos libres.

En cuanto al indice de yodo es una propiedad quimica relacionada con la
instauracion, que al observar nuestros resultados podemos decir que el aceite
posee una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados como se observa en la
tabla N°10. Paucar (2013) @3, indico que el indice de saponificacién es una
medida aproximada del peso molecular promedio de los acidos grasos. Aunque
no se encontraron valores de referencia para la densidad, indice de refraccion,
indice de yodo y saponificacion, estos valores del aceite de chia se compararon
con los valores reportados por Ixtaina (2010) ('), para el aceite de las semillas de

chia de Argentina y Guatemala estos valores son, indice de yodo 190 - 215.0,




indice de acidez 2.05, indice e saponificacion 193.09 - 193.01, indice de
refraccion 1.4786-1.4781 e indice de perdxido 1.84 + 0.6 - 2.19 + 0.8, como se
observan algunos valores son similares y otros ligeramente elevados, también se
compard con otras semillas oleaginosas con los reportados por Pantoja (2012)
(51), del aceite de sacha Inchi, que tiene una densidad de 0.926, IR 1.478, indice
de yodo 183, indice de saponificacion de 192, indice de acidez de 1, Arilmi (2010)
52) reporté IR (1.480; 1.470), densidad (0.9269; 0.931), indice de acidez (0.231;
0.304), indice de yodo (194.035; 188.707), indice de saponificacion (184.748;
197.976), indice de peroxidos (0.889; 0.396), esto en el caso de Sacha Inchi y
linaza respectivamente, estas se encuentran en las unidades mencionadas en la
tabla N° 6 . Los resultados reportados por los autores mencionados son similares

a los resultados obtenidos del aceite de chia.

4.4. PERFIL DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

TABLA 7: CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS EN EL ACEITE DE Salvia hispanica L.

(Chia)
TIEMPO DE CONCENTRACION
ACIDOS GRASOS RETENCION | (%)
Acido Palmitico 17.313 6.91
Acido Esteérico 20.744 3.61
Acido Oleico (Omega 9) 21.141 7.07
Acido Linoleico (Omega 6) 21.946 18.74
Acido Linolénico (Omega 3) 22.952 62.98

Fuente: Elaboracion propia y datos obtenidos experimentalmente.




GRAFICO 1: PERFIL CROMATOGRAFICO (GC-MASAS) DEL ACEITE DE LAS
SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (chia).

Abundance TIC: CHIA FAR-R.D\data.ms
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Fuente: Laboratorio de Quimica UNSAAC

Andlisis e Interpretacion:

En la tabla N° 7, se observa el perfil de acidos grasos del aceite de chia, que se
extrajo en el equipo de Fluidos Supercriticos, donde la presencia de &acido
linolénico (omega 3) esta en una abundancia del 62.98 % a los 22.95 minutos. El
acido linoleico (omega 6) se encontrdé en un 18.74 % a un tiempo de 21.95min,
acido oleico (omega 9) se encontré en 7.07 % a un tiempo de 21.14 min, el &cido
estearico se encontré en un 3.61 % a un tiempo de 20.74min, y el acido palmitico
se encontré en un 6.91 % a un tiempo de 17.31min.

En el grafico 1, se observa el cromatograma obtenido, en donde se muestra la
abundancia versus el tiempo de retencidn de los acidos grasos encontrados,
donde se muestran cinco picos cromatograficos, los cuales segun Frank (2002)
(1), se confirma por comparacion de sus espectros de masas, con los espectros

de los acidos grasos almacenados en la libreria de Fame DB23 y Nist 11.




El aceite de la chia como se observo posee un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, destacando la presencia de los acidos grasos esenciales
(linolénico y linoleico), estos valores concuerdan con los reportados del aceite de
chia de Chile y Argentina como son por Jimenez (2013) ("9, Ixtaina (2010) ("),
Ayerza (2006) ('®, los valores reportados fueron para acido linolénico (51.8, 64,
57-63 % respectivamente) y para acido linoleico (27, 20, 18.7-19.5%
respectivamente).

Al comparar nuestros resultados con el aceite de sacha Inchi y linaza reportados
por Sanchez (2012) “8), se observo que los acidos grasos presentes en mayor
concentracion también son el acido linoleico (omega 6), en un 34.08 % y 14.4 %
respectivamente, el acido linolénico (omega 3), en un 50.41 % y 50.0 %
respectivamente, los valores reportados por el autor son inferiores a excepcion del
acido linoleico en Sacha Inchi que es mayor con respecto al aceite de chia.

La presencia de acidos grasos polinsaturados principalmente el omega 3 tiene un
papel importante en la reduccion del colesterol total, LDL-colesterol y triglicéridos,
mas no se conoce el mecanismo de la reduccion o no modificacion del HDL-
colesterol segun Nasiff (2009) (3.

El posible mecanismo es, que los AGPIs reducen la forma nuclear activa de
SREBP-1. Segundo, los AGPIs disminuyen la estabilidad del mensajero de
SREBP-1, y tercero suprimen la expresiéon del RNAm de SREBP-1. Por lo que
dietas con alto contenido en AGPIs favoreceran la disminuciéon de SREBP-1 vy

como consecuencia disminuiran la lipogénesis mencioné Nasiff (2009) 53),




4.5. EVALUACION DEL EFECTO HIPOLIPEMIANTE

TABLA 8: ANALISIS POR EL METODO DE LA PRUEBA “T” DEL PERFIL LIPIDICO
PARA EL GRUPO CONTROL NEGATIVO.

) Desviacion | T P
PERFIL LIPIDICO N [ Media |tip.

Colesterol total (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6| 66.67 4.49 -8.81 | 0.00
CT -

Colesterol total (A los 15 dias de suero

LN T 6| 78.44 7.33

fisioldgico mas dieta hiperlipidica)

LDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 66588 4.44 -8.75 | 0.00
LDL ;

LDL - colesterol (A los 15 dias de suero

s TR 6| 77.80 7.36

fisioldgico mas dieta hiperlipidica)

HDL - colesterol (A los 15 dias de
HDL alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6148.13 10.80 0.01

HDL - colesterol (A los 15 dias de suero 3.72

e TR 6| 29.55 2.95

fisioldgico mas dieta hiperlipidica)

Triglicéridos (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 61133611 5.06 | 445 | 0.01
TG — ;

Triglicéridos (A los 15 dias de suero

o e SN 6|142.15 0.47

fisioldgico mas dieta hiperlipidica)

Fuente: Datos estadisticos.

Leyenda:
CT = Colesterol total-
LDL = Lipoproteinas de baja densidad.
HDL = Lipoproteinas de alta densidad.
TG = Triglicéridos.
N = Numero de muestras.
T = Estadistico de prueba
P = Significancia.

Andlisis e Interpretacion:

En la tabla N°8, se observa el grupo control negativo, donde podemos ver que
hubo diferencias significativas en los niveles de colesterol total, LDL-colesterol,
HDL-colesterol y triglicéridos, lo cual puede deberse a la dieta administrada que
fue rica en grasas saturadas lo que hizo que se incrementaran los niveles de
colesterol total, LDL-colesterol ,triglicéridos y HDL-colesterol disminuyera.

Segun el reporte de Holguino (2010) ?®, con respecto al grupo control que fue
inducida con dieta rica en grasas saturadas y tratadas con suero fisioldgico, se
observo que hubo incremento en los niveles de colesterol total, triglicéridos y LDL-
colesterol y disminuciéon de HDL colesterol, los cuales concuerda con nuestros

resultados.




Entonces se puede decir que en el grupo control negativo la dieta hiperlipidica rica

en grasas saturadas tuvo efecto en la elevacién de los niveles de colesterol y

LDL-colesterol y triglicéridos.

TABLA 9: ANALISIS POR EL METODO DE LA PRUEBA “T” DEL PERFIL LIPiDICO
PARA EL GRUPO CONTROL POSITIVO (ATORVASTATINA 10 mg/kg).

.| Desviacion T P
PERFIL LIPIDICO N| Media tip.

Colesterol total (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 66643 22.56 2.00 0.10
CT |Colesterol total (A los 15 dias de

tratamiento con atorvastatina mas dieta 6| 51.50 19.52

hiperlipidica)

LDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 617564 2028 | 447 | 022
LDL |LDL - colesterol (A los 15 dias de

tratamiento con atorvastatina mas dieta 6| 63.91 16.38

hiperlipidica)

HDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6] 39.1 5:50 -8.04 | 0.00
HDL | HDL - colesterol (A los 15 dias de

tratamiento con atorvastatina mas dieta 6| 48.98 512

hiperlipidica)

Triglicéridos (A los 15 dias de alimentarlas
TG Lcon dieta hiperlipidica) 6151.61 8.13 6.54 0.00

Triglicéridos (A los 15 dias de tratamiento

: . s 6 | 137.45 4.87
con atorvastatina mas dieta hiperlipidica)

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:
CT = Colesterol total-
LDL = Lipoproteinas de baja densidad.
HDL = Lipoproteinas de alta densidad.
TG = Triglicéridos.
N = Numero de muestras.
T = Estadistico de prueba
P = Significancia.

Analisis e Interpretacion:

En la tabla N° 9, se observa en el grupo control positivo los valores del colesterol

total y del LDL-colesterol no presentan diferencias significativas, pero al observar

las medias podemos decir que si hubo disminucién en los niveles de colesterol

total de 66.43mg/dl a 51.50mg/dl, como también en los niveles de LDL-colesterol

que fue de 75.64mg/dl a 63.91mg/dl. y en los niveles de HDL-colesterol y

triglicéridos si hubo diferencias significativas como se observa en los niveles de




triglicéridos disminuyo de151.61mg/dl a 137.45mg/dl y el HDL-colesterol aumento
de 39.11mg/dl a 48.98mg/dl.

Segun Velazquez (2005) ©), la atorvastatina es un medicamento ya estudiado y
demostrado en disminuir los niveles de colesterol total, LDL-colesterol, lo cual si
se observd que hubo diminucion a pesar de que se continuo con la dieta

hiperlipidica durante la administracion de la atorvastatina.

TABLA 10: ANALISIS POR EL METODO DE LA PRUEBA “T” DEL PERFIL LIPIDICO
PARA EL GRUPO DE RATAS CON ACEITE DE Salvia hispanica L. (Chia) A DOSIS DE
(0.5 mL/kg)

Desviacién t P

PERFIL LIPIDICO N| Media tip.

Colesterol total (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6 64.07 2118 -0.51 0.63
CT |Colesterol total (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 6| 69.26 19.79
0.5mL/kg mas dieta hiperlipidica)

LDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6| 63.31 21.05 -0.54 | 0.61
LDL [LDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 6| 68.71 19.65
0.5mL/kg mas dieta hiperlipidica)

HDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 614818 | 491 | 4576 | 0.00
HDL | HDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 6| 27.91 2.72
0.5mL/kg mas dieta hiperlipidica)

Triglicéridos (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6142211 449 | 445 | 0.01
TG | Triglicéridos (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 6(151.92 4.07
0.5mL/kg mas dieta hiperlipidica)

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:
CT = Colesterol total-
LDL = Lipoproteinas de baja densidad.
HDL = Lipoproteinas de alta densidad.
TG = Triglicéridos.
N = Numero de muestras.
T = Estadistico de prueba
P = Significancia.

Andlisis e interpretacion:
En la tabla N°10, se observa que en los niveles de colesterol total, LDL- colesterol
no hubo diferencias significativas, pero si hubo un incremento ligero en estos

niveles. En el HDL-colesterol y triglicéridos hubo diferencias significativas, al




observar las medias se ve que hubo disminucién en los niveles de HDL-colesterol
e incremento los niveles de triglicéridos.

Esto se puede deber a la poca dosis administrada que fue de 0.5ml/kg de peso,
como también a la administracion de la dieta hiperlipidica durante el tratamiento
con el aceite de chia, segun Ibafiez (2006) ('3, en el estudio con el aceite de
sacha Inchi también reporto que después del tratamiento a esta misma dosis
incremento los niveles de colesterol total y triglicéridos, a excepcién del HDL-
colesterol.

Finalmente se puede decir que el aceite de chia a la dosis de 0.5 mL/kg no tuvo
efecto en la disminuciéon de los niveles de colesterol total, LDL-colesterol y

triglicéridos, ni en el incremento de los niveles de HDL-colesterol.

TABLA 11: ANALISIS POR EL METODO DE LA PRUEBA “T” DEL PERFIL LIPIDICO
PARA EL GRUPO DE RATAS CON ACEITE DE Salvia hispanica L. (CHIA) A DOSIS DE

(1 mL/kg)
Desviacién t P
PERFIL LIPIDICO N | Media tip.
Colesterol total (A los 15 dias de
alimentarlas con dieta hiperlipidica) 617626 9.94 071 | 051

CT |Colesterol total (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 1mL/kg |6 | 72.85 15.59
mas dieta hiperlipidica)

LDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas s con dieta hiperlipidica) 67565 9.94 0.70 0.52
LDL |LDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 1mL/kg |6 | 72.33 15.51
mas dieta hiperlipidica)

HDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6 46.38 7.56 5.28 0.00
HDL | HDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 1mL/kg |6 | 19.84 6.14
/kg mas dieta hiperlipidica)

Triglicéridos (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 614541 8.66 -0.75 | 0.49
TG | Triglicéridos (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 1mL/kg |6 | 149.33 17.10
mas dieta hiperlipidica)

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:
= CT = Colesterol total-
= LDL = Lipoproteinas de baja densidad.
= HDL = Lipoproteinas de alta densidad.
= TG = Triglicéridos.
= N = Numero de muestras.
= T = Estadistico de prueba

P = Significancia.




Andlisis e interpretacion:

En la tabla N° 11, se observa que no hubo diferencias significativas con respecto
a los valores de colesterol total, LDL-colesterol y triglicéridos, aunque no fue
significativo hubo una disminucién ligera del colesterol total de 76.26 mg/dl a
15.59 mg/dl y en LDL-colesterol de 75.65 mg/dl a 72.33 mg/dl. En cuanto a los
triglicéridos hubo un ligero incremento; en el HDL-colesterol hubo disminucion
significativa de estos niveles.

Ibariez (2006) ('3, en el estudio con el aceite de Sacha Inchi también reporto que
después del tratamiento a esta misma dosis incremento los niveles de colesterol
total y LDL-colesterol en nuestro caso, aunque no fue significativo si hubo
disminucién de estos niveles.

Este resultado se puede deber a que la dosis del aceite administrado que fue de
1ml/kg de peso no fue una dosis suficiente, como también la dieta hiperlipidica
administrada durante el tratamiento con el aceite de chia no contribuyeron a que
haya una disminucién significativa de los niveles de colesterol total, LDL-colesterol
y triglicérido ni en el incremento de los niveles de HDL-colesterol.

TABLA 12: ANALISIS POR EL METODO DE LA PRUEBA “T” DEL PERFIL LIPIDICO
PARA EL GRUPO DE RATAS CON ACEITE DE Salvia hispanica L. (Chia) A DOSIS DE

(2 mL/kg)
._ | Desviacion |t P
PERFIL LIPIDICO N Media | 7"
Colesterol total (A los 15 dias de
alimentarlas con dieta hiperlipidica) 68174 19.86 6.25 0.00

CT |Colesterol total (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 2mL/kg |6 | 52.49 11.89
mas dieta hiperlipidica)

LDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6)81.08 19.83 6.22 0.00
LDL |LDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 2mL/kg |6 | 52.06 11.83
mas dieta hiperlipidica)

HDL - colesterol (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 613928 | 465 | 55 | g0
HDL | HDL - colesterol (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 2mL/kg |6 | 26.18 2.00
mas dieta hiperlipidica)

Triglicéridos (A los 15 dias de

alimentarlas con dieta hiperlipidica) 6149.34 4.07 5.83 0.00
TG | Triglicéridos (A los 15 dias de
tratamiento con el aceite de chia 2mL/kg |6 |137.16 2.69
mas dieta hiperlipidica)

Fuente: Datos estadisticos




Leyenda:

CT = Colesterol total-

LDL = Lipoproteinas de baja densidad.
HDL = Lipoproteinas de alta densidad.
TG = Triglicéridos.

N = Numero de muestras.

T = Estadistico de prueba

P = Significancia.

Analisis e interpretacion:

En la tabla N° 12, se observa que hubo diferencias significativas para el colesterol
total, LDL-colesterol, HDL- colesterol y triglicéridos. En donde el colesterol total
disminuyo de 81.74 mg/dl a 52.49 mg/dl; en los niveles de LDL-colesterol también
disminuy6 de 81.08 mg/dl a 52.06 mg/dl y en los niveles de triglicéridos también
disminuy6 de 149.34 mg/dl a 137.16 mg/dl, pero con respecto al HDL-colesterol
se puede observar que no hubo incremento.

Fernandez (2006) ('3, reportd que el aceite de chia disminuyo significativamente
triglicéridos mas no colesterol total y no hubo diferencias en los valores de LDL-
colesterol. Ibafiez (2006) 3, reportd que a estas dosis el aceite de Sacha Inchi
disminuyo los niveles de colesterol total, LDL-colesterol y HDL-colesterol (73.81-
71.91; 37.90-35.27; 37.91-35.27 mg/dl respectivamente), en cuanto a los
triglicéridos hubo un ligero incremento.

Se puede decir que el aceite de chia a la dosis de 2 ml/kg de peso mas dieta
hiperlipidica tuvo efecto en la disminucidon del colesterol total, LDL-colesterol y
triglicéridos, esto puede deberse a que el aceite de chia posee un mayor
porcentaje de acidos grasos polinsaturados como el omega 3 y 6 como se

observd en la Tabla N°7.




4.5.1. ANALISIS DE VARIANZA UNIFACTORIAL DEL PERFIL LIPIDICO

TABLA 13: ANOVA DE UN FACTOR

PERFIL LIPIDICO
N Media Minimo Maximo

Colesterol total | Control Negativo (suero 6 11.78 5.10 13.13

fisiologico)

Control Positivo 6 -14.93 -41.58 15.87

(atorvastatina 10mg/kg)

Aceite de chia ( 0,5 ml/kg) 6 5.20 -27.21 29.97

Aceite de chia (1 ml/kg) 6 -3.40 -13.76 14.13

Aceite de chia (2 ml/kg) 6 -29.24 -40.47 -13.73

Total 30 -6.12 -41.58 29.97
LDL - colesterol | Control Negativo (suero 6 11.91 5.10 13.31

fisiolégico)

Control Positivo 6 -11.72 -41.59 15.93

(atorvastatina 10mg/kg)

Aceite de chia ( 0,5 ml/kg) 6 5.40 -26.67 30.02

Aceite de chia (1 ml/kg) 6 -3.31 -13.69 14.25

Aceite de chia (2 ml/kg) 6 -29.02 -40.26 -13.54

Total 30 -5.35 -41.59 30.02
HDL - colesterol | Control Negativo (suero 6 -18.58 -33.12 -3.49

fisiolégico)

Control Positivo 6 9.87 6.86 14.43

(atorvastatina 10mg/kg)

Aceite de chia ( 0,5 ml/kg) 6 -20.27 -24.98 -11.81

Aceite de chia (1 ml/kg) 6 -26.54 -43.36 -12.70

Aceite de chia (2 ml/kg) 6 -13.10 -19.82 -8.79

Total 30 -13.72 -43.36 14.43
Triglicéridos Control Negativo (suero 6 8.54 1.26 11.52

fisiologico)

Control Positivo 6 -14.16 -18.17 -5.04

(atorvastatina 10mg/kg)

Aceite de chia ( 0,5 ml/kg) 6 9.71 3.20 16.37

Aceite de chia (1 ml/kg) 6 3.92 -11.51 19.84

Aceite de chia (2 ml/kg) 6 -12.18 -17.24 -3.62

Total 30 -0.84 -18.17 19.84




TABLA 14: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL EFECTO HIPOLIPEMIANTE
EN RATAS ALBINAS

Suma de Media
cuadrados | Gl |cuadrética| F Sig.
Colesterol |Inter-grupos 6407.544 4| 1601.886
total Intra-grupos 6138.417| 25| 245537| 6.524| 0.00
Total 12545.961 29
LDL - Inter-grupos 6111.531 4| 1527.883
colesterol || ira-grupos 6620291 25| 264.812| 5770| 0.00
Total 12731.822 29
HDL - Inter-grupos 4727.344 4| 1181.836
colesterol |2 grupos 1778190 25|  71.128|16.616| 0.00
Total 6505.534 29
Triglicéridos | Inter-grupos 3167.753 4 791.938
Intra-grupos 1371.404 25 54.856 | 14.437 0.00
Total 4539.157 29

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:

Anova : Analisis de Varianza
gl. : Grados de libertad

f : Distribucién de Fisher
sig.  : Significancia

Andlisis e Interpretacién:

En la tabla N° 13, se observa los promedios de la diferencia de los valores
hallados después del tratamiento con los valores basales (después de la dieta
hiperlipidica), se puede observar que para el colesterol total para el control
negativo aumento en un promedio de 11.78 mg/dl, en cuanto a los demas grupos
el promedio menor en que disminuyo el CT fue de 3.4mg/dl en el grupo de 1
mL/kg y mayor disminucién fue de 29.2 mg/dl en el grupo de 2 ml/kg, con respecto
al LDL-colesterol hubo una disminucion menor en promedio de 3.31 en el grupo
de 1 mL/kg y una mayor disminucién en promedio de 29.02 mg/dl, en el HDL —
colesterol hubo incremento mayor en promedio en 9.87 mg/dl en el grupo de
atorvastatina y una disminucion mayor en promedio 26.53 mg/dl en el grupo de

1ml/kg, en cuanto a los triglicéridos hubo una disminucién menor en promedio de



12.17 mg/dl en el grupo de 2 mL/kg y una mayor disminucion en promedio de
14.16mg/dl grupo de la atorvastatina.

En la tabla N° 14, nos muestra que existen diferencias significativas para el
colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos, lo que indica que
hubo aumento y disminucion en el cual por el método de Duncan se observo en

que grupos hubo diferencias significativas.

4.5.2. DUNCAN PARA SUBCONJUNTOS

TABLA 15: ANALISIS POR EL METODO DE DUNCAN PARA SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS EN EL COLESTEROL TOTAL.

Subconjunto para alfa = 0.05

GRUPO DE RATAS N 1 2 3
Aceite de chia (2 mL/kg) 6

-29.2401
Control Positivo 6
(atorvastatina 10 mg/kg) -14.9333
Aceite de chia (1 mL/kg) 6

-3.4014
Aceite de chia ( 0,5 mL/kg) 6
5.1953

Control Negativo (suero 6
fisioldgico) 11.7764
Sig. 0.126 1.000 0.124

Fuente: Datos estadisticos

Andlisis e Interpretacion:

En la tabla N°15, nos muestra que en la evaluacién del efecto sobre el nivel de
colesterol total, se formaron 3 subconjuntos homogéneos el primero constituido
por el aceite de Salvia hispanica L. (Chia) a dosis de 2 mL/kg de peso y por el
control positivo con atorvastatina 10 mg/kg de peso, lo cual indica que hubo el
mismo efecto en la disminucion del colesterol total y siendo un poco mayor con el
aceite de chia a dosis de 2 mL/kg de peso, en el subconjunto 2 se observa solo al
grupo del aceite de chia a dosis 1 mL/kg lo que indica que disminuy6 el colesterol
total pero en muy baja proporcion, en cambio en el subconjunto 3 formado por el
aceite de chia (0.5 mL/kg) y el control negativo que se le dio solo suero fisiolégico
se observa que hubo un incremento en los niveles de colesterol total siendo

mayor en el grupo control negativo.




GRAFICO 2: GRAFICO PARA EL COLESTEROL TOTAL
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Fuente: Datos estadisticos

Analisis e Interpretacion:

En la grafico N° 2, se observa que con respecto al grupo control negativo, que en
el grupo control positivo hubo una disminucion en promedio de 14,9 mg/dl en los
niveles de colesterol total y una disminucién mayor en el grupo del aceite de 2
mL/kg que bajo en 29.2 mg/dl, en el grupo del aceite de 1 mL/kg que bajo en
promedio 3.4 mg/dl en cambio en el grupo del aceite de 0.5 mL/kg hubo un
incremento en promedio de 5 mg/dl, al igual que el grupo control negativo que
hubo un incremento de 11.78 mg/dl.

Asi mismo se puede concluir que el aceite de chia a la dosis de 2 mL/kg de peso
presento un mayor efecto en la disminucion del colesterol total, esto se debe a la
presencia de los acidos grasos poliinsaturados (acido linolenico y linoleico), que
segun Nasiff (2009) ®3), contribuyen en la disminucion del colesterol total junto a

los esteroles presentes en el aceite.




TABLA 16: ANALISIS POR EL METODO DE DUNCAN PARA SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS EN EL LDL-COLESTEROL TOTAL.

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo de Ratas N 1 2 3
Aceite de chia (2 mL/kg) 6]-29.0192
Control Positivo (atorvastatina
10 mg/kg) 6 -11.7204
Aceite de chia (1 mL/kg)

6 -3.3122
Aceite de chia ( 0,5 mL/kg)

6 5.4025
Control Negativo (suero
fisioldgico) 6 11.9128
Sig. 0.077 1.000 0.137

Fuente: Datos estadisticos

Analisis e Interpretacion:

En la tabla N° 16, nos muestra que en la evaluacion del efecto sobre el nivel de
LDL-colesterol, se formaron 3 subconjuntos homogéneos el primero constituido
por el aceite de chia a dosis de 2 mL/kg de peso y el grupo control positivo con
atorvastatina esto quiere decir que presentan el mismo efecto en la disminucion
del LDL- colesterol, en el subconjunto 2 solo esta el aceite a dosis de 1ml/kg en la
que hubo una ligera disminucion, en el subconjunto 3 se observa que esta el
grupo del aceite a 0.5 mL/kg y el control negativo con suero fisiolégico presentan
el mismo efecto incrementando los niveles de LDL-colesterol siendo en menor

proporcion con el aceite de chia de 0.5 mL/kg.




GRAFICO 3: GRAFICO PARA LDL-COLESTEROL.
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Analisis e Interpretacion:

En la figura N° 3, se observa con respecto al grupo control negativo, que los
grupos control positivo, del aceite a 1 y 2 mL/kg hubo una disminucion en
promedio de 11.7; 3.3 y 29 mg/dl en los niveles de LDL-colesterol, en cambio en
el grupo del aceite a 0.5 mL/kg hubo incremento en promedio de 5.4 mg/dl con
respecto a los demas grupos, pero al comparar con el grupo control negativo se
podria decir que hubo una disminucién ligera.

Asi mismo se puede concluir que el aceite de chia a la dosis de 2 mL/kg de peso
presento un mayor efecto en la disminucién del LDL-colesterol, se puede decir
que los acidos grasos como el omega 3 y 6 tienen un papel importante en la
disminucién, aunque todavia no se conoce el mecanismo exacto por el cual actua,
segun Nasiff (2009) ©3),




TABLA 17: ANALISIS POR EL METODO DE DUNCAN PARA SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS EN EL HDL-COLESTEROL TOTAL.

Subconjunto para alfa = 0.05

GRUPO DE RATAS

N 1 2 3
Aceite de chia (1 mL/kg) 6 -26.5384
Aceite de chia ( 0,5 mL/kg) 6 -20.2723
Control Negativo (suero fisiolégico) 6 -18.5764
Aceite de chia (2 mL/kg) 6 -13.1038
Control Positivo (atorvastatina 10 6 9.8741
mg/kg)
Sig. 0.134 1.000 1.000

Fuente: Datos estadisticos

Analisis e Interpretacion:

En la tabla N° 17, nos muestra que en la evaluacién del efecto sobre el nivel de
HDL-colesterol, se formé 3 subconjuntos homogéneos el primero formado por los
grupos de control negativo, del aceite a 0.5 y 1 mL/kg presentan un mismo efecto
esto quiere decir que disminuyeron los niveles de HDL-colesterol, el segundo
subconjunto formado solo por el grupo del aceite de 2 mL/kg se observa también
que hubo disminucion en menos proporcion y el tercer subconjunto solo conforma
el grupo de control positivo el cual incremento los niveles de HDL-colesterol.

Se puede concluir que la atorvastatina incrementa los niveles de HDL-colesterol y

el aceite de chia no tiene efecto sobre el HDL-colesterol.
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Analisis e Interpretacion:

En la grafico N° 4, observamos que hubo un incremento en el grupo control
positivo (atorvastatina) en los niveles de HDL-colesterol en promedio de 9.9 mg/dl
y una disminucion en los grupos tratados con el aceite de chia a las dosis de 0.5,
1y2

mL/kg de peso al igual que el grupo negativo.

No se conoce el mecanismo por el cual ocurre La reduccion de los niveles de
HDL, segun Nasiff (2009) 43, sugiere que puede deberse a la dosis que a mayor
dosis puede haber una mayor reduccion.

Asi mismo se puede concluir que el aceite de chia a las dosis de 0.5, 1y 2 mL/kg

de peso, no presentd efecto en el incremento del HDL-colesterol.




TABLA 18: ANALISIS POR EL METODO DUNCAN PARA SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS EN LOS TRIGLICERIDOS.

GRUPO DE RATAS Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2

Control Positivo (atorvastatina 10 mg/kg) 6 -14.1641

Aceite de chia (2 mL/kg) 6 -12.1798

Aceite de chia (1 mL/kg) 6 3.9175
Control Negativo (suero fisiolégico) 6 8.5405
Aceite de chia ( 0,5 mL/kg) 6 9.7056
Sig. 0.647 0.213

Fuente: Datos estadisticos

Andlisis e Interpretacion:

En la tabla N° 18, se muestra que se formaron 2 subconjuntos homogéneos. Los
primeros constituidos por el aceite de chia (2 mL/kg) y control positivo
atorvastatina a dosis de 10 mg/kg, esto quiere decir que ambos poseen el mismo
efecto disminuyendo los niveles de triglicéridos a nivel sanguineo, el segundo
subconjunto formado por el control negativo (suero fisiolégico) y el aceite de las
semillas de Salvia hispanica L. (chia) a dosis 1 y 0.5 mL/kg, también podemos

decir que presentan el mismo efecto, pues incrementan los niveles de triglicéridos.




GRAFICO 5: GRAFICO PARA TRIGLICERIDOS

15

9.71
= 10 8.54
2
tén 5 3.92
g
s O
g
® -5
=
.8 -10
]
[}
2 .15 -12.18
-14.16
-20
B Control Negativo (suero fisiologico) M Control Positivo (atorvastatina 10mg/kg)
Aceite de chia ( 0,5 ml/kg) Aceite de chia (1 ml/kg)

H Aceite de chia (2 ml/kg)

Fuente: Datos estadisticos

Analisis e Interpretacion:

En la grafico N°5, se observa que en el grupo control negativo respecto a los
niveles de triglicéridos que hubo una mayor disminucion en el grupo control
positivo (atorvastatina) y en el grupo del aceite de la chia a dosis de 2 mL/kg en
promedio de 14.2 y 12.2 mg/dl respectivamente, en cambio al comparar el grupo
control negativo con el aceite a dosis de 0.5 mL/kg se observa que hubo un
incremento en promedio de 9.7 mg/dl y al comparar con el aceite de 1 mL/kg con
respecto al control negativo se observa que hubo una ligera disminucion en
promedio de 3.9 mg/dl en los niveles de triglicéridos.

La disminucion de triglicéridos se debe a los acidos grasos omega 3 y omega 6,
que segun Nasiff (2009) %3 y Rodriguez (2005) ¢ el posible mecanismo con el
cual actua es mediante la reduccidon de la sintesis hepatica de triglicéridos, el
incremento de su aclaramiento plasmatico y a través de receptores activadores de
la proliferacion de peroxisomas (PPAR).

Asi mismo se puede concluir que el aceite de chia a la dosis de 2 mL/kg de peso,
presento un mayor efecto en la disminucion de triglicéridos al igual que la

atorvastatina.




4.6 DE LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

TABLA 19: MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA CON EL ACEITE DE Salvia hispanica L.

(CHIA)

Grupos N° de animales | Dosis (ml/kg) N° de muertes | N° de vivos
N° 1 4 4 0 414

N° 2 4 8 0 4/4

N° 3 4 16 0 4/4

N° 4 4 32 0 414

N° 5 4 64 0 4/4

N° 6 4 96 1 Ya

N° 7 4 128 3 Ya

Fuente: Elaboracion propia

Analisis e interpretacion:

En la tabla N°19, nos muestra que no hubo mortalidad de ratones a las dosis
administradas de 4, 8, 16, 32 y 64 mL/kg de peso, en cambio a la dosis de 96 y
128 mL/kg de peso si se reportd muertes como se muestra en la tabla.

Segun Ibafiez (2006) ('3, reporté datos similares con el aceite de Sacha Inchi que
a la dosis de 96 y 128 mL/kg de peso, hubo muertes de 2/6 y 4/6
respectivamente.

Los fendmenos observados a las dosis administradas después de 30 minutos
fueron que en las dosis de 4, 8, 16, 32 mL/kg de peso no se presentd ningun
comportamiento anormal estaban activos, apetito normal, en la dosis de 64 mL/kg
de peso se mostrd una ligera disminucién de apetito, en la dosis de 96 mL/kg de
peso hubo disminucién de apetito, somnolientos , actividad motora disminuida, y
un poco de emesis y a la dosis de 128 mL/kg de peso hubo pérdida total de
apetito, hipoactivos, espasmos musculares un poco de emesis y a las 24 horas en
las dosis de 4,8,16,32,64 mL/kg de peso no se presentd ningun comportamiento
anormal con apetito conservado y actividad motora normal, en las dosis de 96 y
128 mL/kg de peso se observo disminucion del apetito, actividad motora
disminuida, somnolencia, diarrea y vomitos. En las dosis de 96 y 128 mL/kg de
peso hubo muertes al segundo, tercero, sexto y séptimo dia, de iniciar la
administracién del aceite de chia, presentandose unas horas antes distencion
abdominal, diarrea, vomitos, pérdida total del apetito, taquicardia y perdida del

equilibrio.




Las muertes reportadas puede deberse al consumo excesivo del aceite en si,
pues segun Scacchi (2012) ©% mencioné que una dieta alta en grasas ya sea de
origen animal o aceites vegetales, puede conducir a una moderada hiperglucemia
e intolerancia a la glucosa en la mayoria de las cepas de ratas y ratones, también
puede aumentar la presion arterial sistélica y la disfuncion endotelial, lo cual

puede haber sido las causas de las muertes de los ratones.

TABLA 20: VARIACION DEL PESO SEGUN DOSIS DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE
Salvia hispanica L. (Chia)

_ Peso
Dosis .
ml/kg Inicial Tercer dia |Séptimo dia p\/ee;rcl)e;clc()&)de
BLANCO 28.18 2995 33.05 +14.75
4 29.28 31.7 32.3 +9.37
8 26.18 27.675 29.98 +12.68
16 28.95 31.9 30.63 +5.47
32 26.8 28.725 29.63 +9.54
64 27.93 28.025 30.02 +6.99
96 34.45 30.375 30.98* -10.07
128 30.43 29.95 21.55** -29.18

Fuente: Elaboracion Propia

*Solo tres animales

**Solo un animal
Analisis e interpretacion:
En la tabla N° 20, se observa la variacion de pesos de los ratones sometidos a
diferentes dosis de aceite de Chia, viéndose que, a las dosis de 4, 8, 16, 32 y 64
mL/kg de peso hubo un incremento de pesos con respecto al peso inicial, en
cambio a las dosis de 96 y 128 mL/kg de peso disminuyeron los pesos con
respecto al inicial esto puede deberse a la presencia de diarrea a estas dosis. En
el grupo blanco se observa un incremento de peso de 14.75 % siendo este mayor

con respecto a las demas dosis en las cuales también hubo un incremento.




GRAFICO 6: DETERMINACION DE LA DL50 DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS
DE Salvia hispéanica L. (Chia)
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Anélisis e interpretacion:

En el grafico N° 6, se observa la determinacion de la dosis letal media para el
aceite de Salvia hispanica L. chia, se obtuvo mediante el método estadistico del
programa Probit y el software estadistico Minitab, en el cual se determin6 que la
dosis letal media es de 112.585 mL/kg de peso, comparando con el dato de
Ibafiez (2006) (13, donde la DL50 para el aceite de Sacha Inchi fue de 111.649

mL/kg de peso, se observa que es menor con respecto al aceite de chia.




4.7. DE LA DETERMINACION DE LA ABSORCION APARENTE DEL ACEITE
EN TRACTO GASTROINTESTINAL DE LAS RATAS DE EXPERIMENTACION

TABLA 21: RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA GRASA ABSORBIDA

APARENTE
Muestras de | Peso total de Aceite obtenido | Porcentaje de
heces heces en 48h (g) de heces en 48h | absorcién

(9) aparente (%)

Blanco 7.4186 0.155
R1 6.1291 0.145 100
R2 7.5516 0.194 98.05
R3 7.1141 0.174 99.05
R4 7.2216 0.149 100
Promedio 99.5

Fuente: Elaboracion Propia

Analisis e Interpretacion:

Se observa en la tabla N° 21, que el porcentaje de absorcidén aparente del aceite
de Salvia hispéanica L. (Chia), en la que se puede decir que de 2 g de aceite de
chia administrada por via oral en 48h tiene una absorcion aparente en promedio
de 99.5 %.

Segun Garcia (2007) %9, la absorcion de grasas es un proceso muy eficiente de
tal manera que aproximadamente el 95 % de los lipidos de la dieta son
absorbidos a nivel intestinal, lo cual explica la absorcién casi completa del aceite

de chia.




4.8. DE LA INFLUENCIA DE LA BILIS EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DEL
ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica L. CHIA

TABLA 22: RESULTADOS DE LA INFLUENCIA DE LA BILIS Y LA PANCREATINA EN
LA HIDROLISIS DEL ACEITE DE Salvia hispanica L. (CHIA).

VOLUMEN
MUESTRA TIEMPO GASTADO DE | % DE
(min.) NAOH HIDROLISIS
0.1N(ml)
Aceite +bilis+ pancreatina 15 0.6 0
1%
Aceite+bilis+ pancreatina 30 1 2.22
1%
Aceite+bilis+ pancreatina 45 1.1 2.78
1%
Blanco(Aceite+bilis+ 45 0.6 0
pancreatina (inactiva)
caliente a ebullicibn 3min)

Fuente: Elaboracién Propia

Anélisis e Interpretacion:

Como se observa en la tabla N°22, el porcentaje de hidrdlisis de los lipidos es
mayor a medida que pase el tiempo como se ve a los 15 minutos no se observa
que haya hidrélisis y a los 30 minutos si hay hidrolisis y a los 45 minutos es un
poco mayor el porcentaje de hidrdlisis.

Segln FAO (1997) ©%, mencioné que las grasas en el intestino delgado se
mezclan con la bilis y posteriormente se emulsionan esta emulsion es tratada por
la lipasa pancreatica segregada por el pancreas, cual es responsable de la mayor
parte del hidrolisis y del fraccionamiento de los acidos grasos lo cual facilita la

absorcion de estos en la pared intestinal segun Garcia (2007) 9,




4.9. DE LA INFLUENCIA DEL pH GASTROINTESTINAL, EN LA EMULSION
DEL ACEITE DE Salvia hispanica L. (chia).

CUADRO 8: INFLUENCIA DEL pH GASTROINTESTINAL EN LA EMULSION DEL
ACEITE DE Salvia hispéanica L. (Chia).

pH 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Aceite 2MI +-- +-- +-- +-- +-- +-- +--
Aceite ++- ++- +++ +++ ++- ++- ++-
2mL mas
1mL de
bilis

Fuente: Elaboracion Propia
Leyenda:

+++ = Muy Buena

++- = Buena

+-- = Regular

--- = Mala

Analisis e Interpretacion:

En el cuadro N°8, se observa la influencia del pH sobre el aceite de chia en lo
cual se simulo rangos de pH, tomando los valores del estobmago e intestino

delgado del animal de experimentacion.

Los resultados que obtuvimos fue que el aceite de chia al mezclar con la solucion
a diferentes pH de 2-5, sin un agente emulsificante, no hay una buena emulsion y
al comparar con el aceite mezclado con la solucién a diferentes pH, mas un
agente emulsificante (bilis), se observa que hubo una mayor emulsién del aceite

en los pH de 3-4 y una buena emulsion en los pH de 2,2.5-4.5y 5.

Esto quiere decir que solo el pH tiene una baja influencia sobre la emulsion del
aceite, para que el aceite tenga una mayor emulsion requiere de la presencia de

agentes emulsificante como la bilis seguiin la FAO (1997) (56),




4.10. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL ACEITE DE Salvia hispanica
L. (chia) EN EL ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO DE LAS RATAS DE
EXPERIMENTACION.

CUADRO 9: OBSERVACION MICROSCOPICA DEL ACEITE DE Salvia hispanica L.

(Chia).
ORGANO 2 4 8 12 24
HORAS | HORAS | HORAS | HORAS | HORAS

ESTOMAGO | S.F.
aceite +++ +++ ++-

INTESTINO | 1 parte +++ +++ ++- +--
2 parte +++ +++ +-- ++- -
3 parte +--
4 parte +--

Fuente: Elaboracién Propia

LEYENDA:

+++ Presente en abundante cantidad

++- Presente en mediana cantidad

+-- Presente en minima cantidad

- Ausente

Analisis e interpretacion:

Se observa en el cuadro N° 9, los resultados de la presencia del aceite de chia en
el estdmago e intestino delgado, el cual fue dividido en 4 partes para una mejor
observacion. De esto se puede decir que en el animal de experimentaciéon al cual
se le administré solo suero fisiolégico no se observd la presencia de aceite
durante las 24 horas tanto en el estbmago e intestino a comparacion de las ratas
que se les administré el aceite en donde se observo que en el estbmago hubo
presencia del aceite hasta las 8 horas, siendo mas abundante las primeras cuatro
horas desde la administracion del aceite; en cambio en el intestino delgado, en la
primera y segunda parte se observd la presencia del aceite en abundante
cantidad en las primeras cuatro horas, el cual fue disminuyendo con el transcurso
de las horas pues se observo en una minima cantidad la presencia del aceite en
la tercera y cuarta porcion , es asi que a las 24 horas ya no hay presencia del
aceite de chia en el estbmago y en ninguna porcion intestino delgado.(Fotografias
N° 36-47)

Esto se debe a que la digestion de los lipidos comienza en el estbmago con la
lipasa gastrica y supone el 10% del total de la digestién de los lipidos y los




productos resultantes son vertidos al intestino delgado donde ocurre la digestion
de las grasas de forma mayoritaria y en donde el 95% de los lipidos de la dieta

son absorbidos seguin Garcia (2007) ©9),




CONCLUSIONES

. Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, la toxicidad aguda y se
determind el efecto hipolipemiante del aceite de las semillas de Salvia

hispanica L. (chia), cultivadas en el distrito de Mollepata-Anta-Cusco.

. Se extrajo el aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia), usando
dos equipos de extraccion, el equipo de Soxhlet en el cual el porcentaje de
rendimiento en promedio fue de 27.47 %, y en el extractor por fluidos
supercriticos se obtuvo un mayor porcentaje de rendimiento que fue en
promedio de 30.2 %.

. Se determinaron cuantitativamente las caracteristicas fisicoquimicas del
aceite de Salvia hispanica L. (chia), los valores obtenidos fueron de la
densidad de 0.925 g/ml, indice de refraccién de 1.482, , indice de yodo
de189.08 g de yodo/100g de aceite, indice de saponificacion de 184.30 mg
KOH/100g de aceite, indice de acidez de 1.03 mg de KOH/100g de aceite y
el indice de peroxidos de 5.7 meq Oz activo/kg de aceite, estos dos ultimos
valores se encuentran dentro de los parametros regidos por la norma
Codex.

. Se determino el perfil de acidos grasos del aceite de las semillas de Salvia
hispanica L. (chia), por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas, hallandose en mayor concentracion el acido linolénico (omega
3) en 62.98 %, acido linoleico (omega 6) en 18.74 %, acido oleico en 7.07

%, acido estearico 3.61 % y acido palmitico en 6.91 %.

. Se evalud la toxicidad aguda, del aceite de las semillas de Salvia hispanica
L. (chia) y es practicamente inocuo en ratones administrados por via oral;
La DL50 es de 112.585 mg/kg de peso.

. Se evalud el efecto hipolipemiante del aceite de las semillas de Salvia
hispanica L. (chia), donde se observd que el aceite de chia a la dosis de 2

mL/kg de peso, fue estadisticamente significativo en la reduccion de los




niveles séricos de colesterol total en promedio en 29.24 mg/dl, LDL-
colesterol en 29.01 mg/dl y triglicéridos en 12.18 mg/dl, mas no teniendo

efecto en el incremento de los niveles de HDL-colesterol.

7. Se evalud y comparo el efecto hipolipemiante del aceite las semillas Salvia
hispanica L. (chia), a dosis de 0.5, 1 y 2 mL/kg, viéndose que a la dosis de
2 mL/kg se tuvo una mejor disminucion significativa, en los niveles séricos
de colesterol total de 29.24 mg/dl, LDL- colesterol de 29.02 mg/dL,
triglicéridos de 12.18 mg/dL, pero no hubo un aumento en los niveles de

HDL — Colesterol como se esperaba sino una disminucion de 13.1 mg/dL.

8. Se comprobd “in vitro” la influencia de los diferentes pH del tracto
gastrointestinal de la rata de experimentacion, en la emulsién del aceite de
Salvia hispanica L. (chia), donde se observd que el pH sin un agente
emulsificante no influye significativamente en la emulsion del aceite de

chia.

9. Se determind cuantitativamente la absorcion aparente del aceite de las
semillas de Salvia hispanica L. (chia), en el tracto gastrointestinal de los
animales de experimentacion, obteniéndose un 99.5 % de absorcion
aparente del aceite de chia en el tracto gastrointestinal de la rata de

experimentacion.

10.Se determind la presencia del aceite de Salvia hispanica L. (chia), a
diferentes horas en el estbmago e intestino delgado de los animales de
experimentacion, mediante la observacion en el microscopio, donde a las
primeras ocho horas hubo presencia del aceite en el estbmago e intestino
delgado y a las 24 horas no se observo la presencia del aceite en el

estémago e intestino delgado.

11.Se determind la influencia de la bilis en la hidrdlisis enzimatica del aceite de
las semillas de Salvia hispanica L. (chia), donde se observd que la bilis




junto a enzimas pancreaticas influyen en la hidrolisis del aceite de chia, a

un tiempo mayor de 15 minutos.




RECOMENDACIONES

A LOS DIRECTIVOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL:

e Implementar los laboratorios con equipos de ultima generacion como de
fluidos supercriticos y HPLC, que sean accesibles a los alumnos y facilite

las investigaciones.

A LOS DOCENTES:

= Se sugiere a los docentes, los estudios de protocolos de investigacion en
farmacologia y farmacocinética mas ampliamente ya sean experimentales
y no experimentales y asi obtener un amplio conocimiento en la

elaboracion de trabajos de investigacion.

A LOS ESTUDIANTES:

e Ampliar la evaluacién farmacoldgica de las semillas de Salvia hispanica L.
(chia), ya que se le atribuyen otras propiedades farmacolégicas como
hipoglucemiante, antioxidante, etc.

e Mejorar y llevar el aceite a una forma farmacéutica adecuada, para una
mejor biodisponibilidad del aceite de las semillas de Salvia hispanica L.
(chia), dentro del organismo.

e Extender dicha informacién a dosis mayores de 2 mL/kg de peso, para ver
si tiene efecto sobre el HDL-colesterol a otras dosis.

e Hacer seguimiento del perfil lipidico en pacientes con hiperlipidemias que

ya consumen el aceite de las semillas de Salvia hispanica L. (chia).
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ANEXO 1: MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES DE LABORATORIO: RATAS
Y RATONES

Para el cuidado de los animales de experimentacion ratas y ratones, se les debe
proporcionar un microambiente que constituye la caja o jaula y la altura de las
paredes de la caja no debe ser menor de 12.7cm, debe tener pisos y paredes
faciles de limpiar y con tapas removibles de rejas o perforadas debe ser cerrado,
seguro y protegido de amenazas externas y una superficie minima de 80 cm? por
animal y debe ser de facil accesibilidad para los alimentos y agua para el animal.
(39, En el macro ambiente se debe ver el aire y la ventilacion que deben ser
constantes, la temperatura debe ser de 20-25°c y la humedad relativa ambiental
entre 40-70 %, la intensidad de luz y tipo de iluminacion debe contar con luz
artificial provista de lamparas fluorescentes tipo luz dia con iluminacién a un metro
de piso. Se recomienda 12 horas de luz/ 12hrs de oscuridad 9,

Ya que son muy sensibles al ruido es necesario evitar cualquier tipo de ruido, se
permitira un nivel maximo de ruido de 85 decibeles si estos son mayores tienen
efecto nocivo de estrés y reproduccion 9. El olor: no se debe utilizar
desinfectantes que emanen olores que sean irritantes y mucho menos
desodorizantes (39

Los animales deben recibir alimento en cantidad y calidad suficiente para sus
necesidades y para conservar la salud, el alimento se suministra diariamente; se
incrementara los dias que se considere necesario por razones de fuerza mayor. El
agua debe ser renovada en forma total, diariamente o cada dos dias, eliminando
todo contenido residual del frasco de bebida (39,

La rata es un animal docil y menos nervioso el macho que la hembra, para
extraerlo de la jaula, se debe abrir previamente la rejilla, dejar que los animales
tomen confianza y posteriormente se realiza una sujecion de todo el cuerpo, con
los 5 dedos, en forma gentil, una de las técnicas mas recomendadas para su
sujecion consiste en apoyar la nuca del animal en el borde interno del dedo
indice, si se sujeta con la mano derecha, el dedo pulgar pondra el miembro
anterior izquierdo del animal frente a su hocico, el miembro anterior izquierdo
quedara sujeto entre el dedo indice y medial, de manera que la cabeza quede
inmovil y en caso de los ratones, para su manejo hay que considerar que es un

animal muy sensitivo, nervioso y rapido. Para sacarlo de su jaula hay que




introducir la mano y tomarlo de la cola o colocar los dedos por debajo de su
cuerpo para que suba a la palma de la mano. Posteriormente para sujetarlo, se
pone al animal en una superficie rugosa para permitir que se estire con sus patas
superiores, se levanta de la cola y se toma la mayor cantidad de piel de la nuca
con los dedos indice y pulgar, sosteniendo la cola con el dedo mefique, apoyado
en la palma de la mano, sujeto de esta manera se le puede aplicar cualquier tipo
de administracion y no causarle dafio alguno 7,

Cabe resaltar que los investigadores que trabajen y experimenten con animales
estan moralmente obligados a manifestarles tres tipos de actitudes: respeto,
afecto y gratitud. Asi mismo, se puede decir que la investigacion biomédica en
animales es éticamente aceptable, si se sigue el principio de las tres R de la
experimentacion humanizada para con los animales, propuesta por William
Russell (zoologo y psicologo) y Rex Burch (microbiélogo) en 1959: Reducir,
Reemplazar y Refinar 9.

» Reducir, al maximo el numero de ellos y, por ende, el total de animales utilizados
en investigacion.

» Reemplazar, siempre que sea posible el animal de experimentacion por otro
modelo experimental, cuando no resulte imprescindible el uso de animales.

» Refinar, los métodos y técnicas utilizados de modo que produzcan al animal el
menor sufrimiento posible.

El animal de laboratorio tiene que ser respetado como ser vivo, entender que
padece necesidades y sufre dolor, por ley es obligacion del personal que lo cuida,

mantiene y utiliza (investigador), asegurar su bienestar y confort mientras viva “9).,




ANEXO 2: CONDICIONES DE ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASAS.

CUADRO 10: CONDICIONES PARA EL ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASAS.

Cromatégrafo: Agilent 6890N

Detector de Masas | 5975B

Agilent:
Energia de lonizacion: 70Ev
Modo de lonizacion: Impacto Electrénico (IE)

Modo de escaneo de 40-500

masas:
Inyector Automatico: 7683B
Columna: DB-23, 60m x I.D 0.250 x

0.15um Film.

Condiciones del cromatografo
Temperatura del Horno inicial 140°C

Rampa:

Pasos°C/min | temp °C Final time
Inic. 0 140

1 0 140 5.00

2 5.00 230 12.00

Tiempo de Corrida: 35.00 min

Puerto de Inyeccion

Modo: Split
Relacién de Split: | 10:1
Temp. Inicial: 250'C
Tipo de Gas: Helio
Flujo: 0.8 mL/min
Volumen de 0.1uL
Inyeccion:

Fuente: Laboratorio de quimica CG/EM




ANEXO 3: ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL ACEITE DE Salvia hispéanica L.
(CHIA)

CUADRO 11: RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL ACEITE DE
Salvia hispanica L. (Chia)

Criterios
Recuento | Hongosy | Coliformes Salmonella | Stafilococus
Muestra de levaduras | fecales(escherichia aureus
mesofilos coli)
viables
Aceite de | ausente Ausente Ausente Ausente ausente
las
semillas de
salvia
hispanica I.
chia
Limites 5x10°- 103-10* Ausente 0 en rango | 0 UFC 10-102 UFC
permisibles | 5x10° UFC 10-102 UFC
UFC

Fuente: Elaboracion Propia

UFC= unidades formadoras de colonias
Analisis e Interpretacion:

El control microbioldgico realizado en el aceite de Salvia hispanica L. (chia) como
se muestra en la cuadro N° 11 no se encontré6 mesofilos viables, hongos y
levaduras, coliformes fecales, salmonella y estafilococus aureus, lo que indica que
el aceite fue apto para la realizacion de los estudios farmacoldgicos y toxicologico,
asi eliminar los posibles riesgos de contaminacion y alteracion de resultados.
Cumpliendo los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad de los
alimentos, establecidos y recomendados por resolucién ministerial n°:615-2003-
SA/DM aprobado por la DIGESA (Direccion General de Salud).




ANEXO 4: CONSTANCIA DE EXTRACCION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS
DE Salvia hispanica L. CHIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

.

APARTADO POSTAL +  CIUDAD UNIVERSITARIA * MUSEO INKA

N G21 - Cusco - Peni Av. De T Cultura N° 733 - Telélonos: 228601 - Cuesta del Almirante N 103 - Teléfono: 237380
222512 - 232370 - 232375 - 232220 S " b R

FAX: 238156 - 238173 - 222512 « CENTRALTELEFONICA; 22008 252310 * (ENTROAGRONOMICOK'AVRA =~
743835 - 233836 - 24387 - 243838 San Jerénimo sin Cusco - Telélfonos: 277145 - 277246

RECTORADO . LOCALCKNTHAL + COLFGIO “FORTUNATO L. HERRERA"

Calle Tigre N° 127 Plaza de Armas ¥n Av. De la Cultura N* 721

Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 234398 Teléfonos: 227571 - 225721 - 224015 “Estadio Universitario™ - Teléfono: 227192

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
LABORATORIO DE NUTRICION
CONSTANCIA DE ANALISIS

El que suscribe, analista responsable del Laboratorio de Nutricion de la Facultad de

Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, dejo

constancia.

Que las bachilleres, Lisbeth Huarhua Ynquiltupa, Elizabeth Puma Apaza de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, han presentado al laboratorio una
(1) muestra de semillas de chia, para hacer el analisis de lipidos y la extraccién del mismo
en cuatro (4) repeticiones, como parte de su proyecto de investigacion titulado :
“Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas, toxicidad aguda y determinacion del
efecto hipolipemiante del aceite de las semillas de salvia hispdnica I. (chia) cultivadas
en ¢l distrito de Mollepata — Anta — Cusco”. Para tal fin se ha utilizado el Extractor de

Fluidos Super criticos MV 10- Waters.

Cusco, 23 de Mayo del 2016

unversifad Macional g San Amonio Abad del Gusce
F* CULTAD DE 4G} nmmuourzcnm q
R s e e /




ANEXO 5: CONSTANCIA DEL ANALISIS DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS
POR CROMATOGRAFIA DE GASES

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA ~ Pabellon de Control de Calidad
AV. De lo Culiura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

CONSTANCIA DE ANALISIS

El que suscribe, analista responsable del Laboratorio de Cromatografia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, deja Constancia.

Que las Bachilleres, Lisbeth Huarhua Ynquiltupa, Elizabeth Puma Apaza de la Escuela
Profesional Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, han presentado al laboratorio 1 muestras de
aceite de las semillas de chia, para su caracterizacion e identificacién de Acidos grasos
presentes, como parte de su proyecto de investigacion titulado: "Evaluacién de las

caracteristicas fisicoquimicas, toxicidad aguda y determinacion del efecto hipolipemiante
del aceite de las semillas de salvia hispanica 1. (chia) cultivadas en el distrito de
Mollepata - Anta - Cusco". Para tal fin se ha utilizado el Cromatégrafo de Gases Agilent

6890N, acoplado a un Espectrometro de Masas Agilent 6890N para la caracterizacion de
acidos grasos, la identificacion se basé en la comparacion de las sefiales del espectro de
masas de la muestra de aceite de chia con 17 estandares de 4cidos grasos y los datos
compilados en la libreria FAME DB23 y NIST v011 Wiley.

Se expide la siguiente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que viera por
conveniente.

Cusco, 23 de Mayo del 2016

Arre

5 7 &AQuim. .J@fr:ge. Choquenaira Pari

? —‘ \.,." nalista del Laboratorio de Cromatografia y
cuzT Espectrometria - UNSAAC.
CeP-914




ANEXO 6: CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION (RATA ALBINA)

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACICNAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto : Rata Albina LoteN® : R-12-2015

Especie . Rattus norvegicus Cantidad : 40

Cepa : Holtzman Edad : 1mes 'z

Peso : 100a 130 gr. Sexo . hembras

G.R.. 1 032125 Destino  : Univ. Nac. San Antonio de
Abad
Cuzco

Lima : 09-12-2015

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez, Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arripa descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias *.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 09 de Diciembre del 2015
(Fecha de emision del certificado)

M.V. Arturo Rosales Fernandez
NOTA : El Bioterio no se hace C.M.VP. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del rismo.




ANEXO 7: CERTIFICADO DE SANITARIO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION (RATON ALBINO)

INSTITUTO NACIONA:. DE SALUD
CENTRO NACICNAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE EOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° [ 0242016

Producto : Ratdn albing Lote N : M-05-2016

Especie : Mus misculus Cantidad : 28

Cepa : Balb/c/CNPB Edad : 1 més %

Peso . Mayor a 25 gr. Sexo : hembras

GR. . 032277 Destino  : Puma Apaza, Elizabeth
Cuzco

Chorrillos @ 02 de Febrero del 2016

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arrica descritos se  encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 02 de Febrero del 2016

(Fecha de emision del certificado)

M.V, Arturo R;gééfes Feménéé}.
NOTA: El Bioterio no se hace C.MV.P. 1586
responsable por el estado de

los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.




ANEXO 8: METODO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DEL
COLESTEROL TOTAL EN SUERO O PLASMA

Colestat
enzimdatico
Método enzimatico para la ﬂl&ﬂhlhﬁnﬂmﬁm

SIGNIFICACION CLINICA
La delerminacidn de colestenol en fomna aisleda tiene ulilidad
disgnistica limitada, Se ha vislo que & eolegienl es uno
de ks faciores confribuyentes & Ia formasion de aleromas
dada ue laz complicaciones arlerdoaclendlicas FII'E"-'.EJE'EEPI
en individuos hipereolesternolémicos.

Estudios epidemal6gicos demussiran que &l iesgo o eon-
raer enlermedad candiaca coronana para individuos de mas
de 40 afios con oolesierolesmia menor & 2,10 ﬂﬂ B8 3 veiag
menor gue entre individuos con mas de 2,30 ol y 6 weoes
menor que entre individuss con més de 2,60 g,

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esguermna reaccional es el siguienie:

Bpasa

esteres de coleslersd ——s= colesterol * Acidos grasos
CHOD

colesterl + 0, — s coleslen-3-0na + H,0,
POD

H,O, + 4-AF # fenal — = quinona coloreada + H.O

REACTIVOS PROVISTOS
A Reactivo A: solucin de 4-aminolenazona 25 memall,
B. Reactive B: solucitn de lenal 55 mmaoll.

C. Reative G st coneniencn ipess Lingal 300 LWL, co-
lestensl coddasa (CHOD) 3 Liml y percoddasa (POD) 20 Uil
5. Standard: solucin de colestenol 2 gl

Concaniraciones finales

Lipasa = 6000 LW
CHOD =80 LN
POD .= 400 LW
4-AF 1,25 mamodl
Fenol 2,75 mamicdll
pH.... 7.4 0,1 {a P amb.)
REACTIVOS NO PROVISTOS

Agua destiada Ver LIMITACIDNES DEL PROCEDIMIENTOL

INSTRUCCIONES PARA SU USD

Standard: mezdar por inversin anles de usar

Reactivo A lislo para usar.

Reactive B: lisko para usss. Ver PRECAUCIONES.
Reactiva C: ROMOJENSIZar por inversion anles o8 usar,
evitando la fonmacidn de espuna.

Reactive de Trabajo: sepin & vollmen de Fabajs colocar en
una probela 50 pates de agua destiiada, 5 panes de Reaclivos,
5 paries de Reactivo B yBevar a 100 panes con agua desiilads
Agreqar 2 pares de Reactive C previsments homogensiradas.

Mezrlar por iFversion, sin agitar. Rotular y lechar.
Pueden prepararse disinias canlidades respelanss 1&s pro-
porciones eslablecidas. Es importante ademas, respetar el
orden de agregado de los reaclives y asegurar una perfecta
homogeneizacitn de ke mismos, a fin de que el Reacliva B
no delerione el Reaclivo de Trabajo.

PRECAUCIONES

Los reactives gan para uso diagndsics "in vilro™,

El Reacliva B {lenol) &s ldxico e imtante. R3655E: Frila loa
o y |2 piel. R25: Wico por ingeshin. S24125: evilese el
COMBClo Com 105 ojos v 18 piel. S37/30: usar guantes ade-
cLuadas ¥ prolection para 1os ojpsha cara.

Uiilizar s reactivos guandando las precaucionss habiluzles
de irabajo en el laboratorio de analisis dinscos.

Todos 8 reacives v 1as Muesras deben descansarse e
scuerto & la normativa local vigenie.

ESTAEBILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTD

Reactivos Provisios: son ealables en refigerador (2-109C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en |a caja. No man-
lemer & emperaluras elesadas durante |E|33|'.‘AS mmﬂ&.
Reactiva de Trabajoc en refigerador y en frasca de vidrio
color caramelo es estable 1 mes a pﬂ'ﬁ'ﬂlﬂ momenle de
5L PrEparacsin.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIDRD DE LOS
REACTIVOS

Durarnie & uano, el Reaclivo de Trabajo puede desamollar un
lgenn colof rosada gue na alecls los resullados sismpne que
& procese un Blanco con cada lole de delemminaconss y
un Slandard peritdicamente. Desechar cuando |&S leeluras
del Blanco asan supediores a 0,160 0.0, o las lechuras del
Slandard sean anomalmenie bajas.

MUESTRA

Saans o plasma

a) Recoleccidn: se debe oblener suern o plasma de la

manera wsual.

b Aditives: en caso de que la muesira a emplear sea

plasma, s& recomienda dnicamenie el uso de heparina como

anbooagulante para su oblencan.

) Sustancias interferentes eonoecidas:

- Exceplo |a heparing, los anbeaagulanies comunes inlerfie-
ren en la delenminacitn.

- Lors sueros con hemdlists visible o intensa produscen valones
lalsaments aumeniadas por lo que no deben sar usados.
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- En sueros fueriemente hipedipemecos puede obeervarse
turbiedad: en tal eass, diluir el valumen fnal de reactssn
a 172 & 173 con Blanco de reaclivos, repelir 1 lectura ¥
ruiltiphcer el resullado per el faclor de ducian,

- Ni inberfierer: bairmubina hasts 200 moll, Acids ascdbicn
hasia 75 mgh, Scdn dnico hasta 200 mg, ni hemlisis Bgera.

Referirse a la bibkogralia de Young para los eledos de les

drogas en el mtoda,

d) Estabilidad & instrucciones de almacenamieniac el

colesteral en suero es eglable 1 semana en rvemEer.aﬂnr

{2-10°C) y 2 meses congelado, sin agregado de conser-

wadores,

MATERIAL REQUERIDO {no provisio)
- Especiralalémelrn o latocalorimelrn,

- Micropipetas, pipetas y maberial volumanes adecusdas.
- Frases de vidrio eolor caramelo.

- Tubas o cubelss especirololomélncas de caras paralelas.
- Bafo de agua a 37°C (opdonal).

- Relo] o Brier.

COMDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en especirofobimebno o en
fobocolorimetro con Blne vende (490-530 nm).

- Temperabura de reacosn. 3mC

- Thedrigd de rescetn. 15 minubos

= Wolumen de muesira: 20 ul

= Wolumen de Reaclivo de Trabajo: 2 mil

= Wolumen final de reaccidn: 2,02 mi

Lios volGmenes de Muesira v Reactivo pueden aumenlanse o

disminiine proponcsonaiments (). 10 ul de Muesira + 1 mi

de Reaclivo de Trabajo o 50 ul + 5 mil).

PROCEDIMIENTO
En res tubos de folocolorimetre o cubelss espechro-
folomélricas marcadas B (Blanco), S (Slandard) y D
{Desconadda), Colocar:

B 3 D
Standand - 20 ul -
Muestra - - 200ul
Reactivo de Trabajo 2 mil 2m 2mi

Incuber 15 rinutes en baio 82 agua a 37°C o 30 minulos
& terperabura ambiente (25°C). Leer en folocokorimetrn
eon filtn verde {400-530 nm) & en especimloldmetro a
505 nm, llevando el EP.B.I"EIII a carp con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccidn final es estable dog horas, por o que la
absorbancia debe ser leida denlro de esle Bpso.

CALCULD DE LOS RESULTADOS
200 gA

daonde & ———
3

enlesterol (gh) = D x 1

CONVERSION DE UNIDADES

colesbenal (1) = colesteral (mpdd) x 0,01
colestanal {mmoll) = colesteral (p) x 2.59
cobesbanal (o) = colesteral (mmoll) x 0,39

METODO DE CONTROL DE CALIDALD

Procesar 2 niveles de un malerial de control de calidad
(Standairol 3-E 2 niveles) con conceniraciones conocidas
de colestersl, con cada delerminacion.

VALORES DE REFERENCIA
El pane| de experios del National Cholealerol Education Pro-
gram (MCEF) provee los siguienies valores de coleslerol:

Deseable: < 2,00 gi
Moderadamente alto: 2,00 - 2,38 g
Elevada: = 2,40 gl

Mo obatanle, se recomienda que cada laboraborio eslableaca
s propios inlervalos o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

“er Sustancias imerferentes conoddas en MUESTRA.

Olras causas 88 resullacos eminess san:

- Los reduciores disminuyen ka respussia de color mieniras
que los oxidanies colorean e Reaciivo aumentando s
Blamcos. Dichog Sgenles son recusnlements enconlrasos
en &l agua seslilada empleada pafa preparar el Reacivg
de Trabajo, por o que se recomienda controdar [a calidad
de la misma.

- Lot deterpentes, melales pesadas y canuros son inhibi-
dores enmmabcos.

= Incubacin ncomecta. El nivel del agua en el bahs no debs
waf nlerior &l de koa reacivos en los bubos.

- Liso ded Standard de un equipo con los reaciivos de olro. Loa
reaclivas v el Standand de cada egquipo BIMan un conjunts
perectamente conirolado y eslandanizada.

PERFORMANCE
) Reproducibilidad: procesanda repbeados de 1as mismas
muesirag en 10 dias diferenies, e obiun:

Mivel O.E. A1}
1.57 g £ 0,033 gA 232%
2,90 gA & 0,05 gA 273%
471gA & 0,102 gA 213%

b} REcuperacian: agregando canbdases conocidas o eo-
lesterol 8 deslinlos SUerns, Se obluvo una redcuperacitn enlre
93y 101%, para lodo nivel de colesters entre 1,00 y 4,79 gl
&) Limite de deteccion: depende del Tolemelre empleads
y de 12 longilud de onda. De scusrdo can la sensibdidsd
o camban mirETe de concentracitn delectabe
para 0,001 D.0. serd apraxirmadaments de 0,007 gA.
) Linealidad: | resecion ez lineal hasta 5 gil. Para valores
supeniores, diluir 1/2 con el Blanes y repelif |3 leeiura mull-
plicarda el resullacs final par 2.

PRESENTACHIN
= 250 i {Cad. 1220101}
= 1000 ml {Cod. 1Z220102)
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Empleande et reaclives de Colestat enzimdtics jurfie con
HDL=Colesterol Reactivo Frecipitante o HOL-Colesterol
FT y LOL-Colesterol Reactivo Precipitante (provisias
separadamente par Wiensr lab) es pesible dederminar
& colesienl ligado a las lipopraleinas de alia dengidad
[HOL=colesieraly y & ks Bpoproleinas de baja densidad
(LDL-colesterod).

BIBLIOGRAFIA

- Alisin, C.C. et al. - Clin. Chem. 20:470 (1074).

- American Health Faundatien » Position statement an disl
and coronary hean disease - pag. 265 (1072).

- Castedli, VWL, - Curreni Prescribing 877-38 (167T).

- Flega, AS. - Ann. Clin. Biechem. 10:78 {1973).

- LF.C.C. » Clin. Chim. Acta BT/3:450 F (1678).

- Trinder, P. » Ann. Clin. Biochern. 8124 (1960).

« Coniglia LI« Arta Biog Clin. Latinaam J00IF2:201, 1988,

- Expert Panel of Naticnal Chelestersl Education Program
- JAMA 2BEMO:2488 (2001).

~¥ourg, D.5. - "Efiects of Drugs on Clirical Laboratary Tests”,
AACC Press, 4% ad., 2001.

SIMBOLOE
Los siguieries simbolos se ulilizan en lodos los kits de
reaclives para diagndstico de Vesner kb,

Esle producio cumple on s regueimienios preisios
por la Dirediva Europea 5879 CE de produdios sanitaios
para &l dagndstico Tin wiino”

[E=[wiF| Fepresenianis auionzacs enla Comunidad Ewopea
Uisa diagréstico in wiro”
Comenidn sufCHTAe para <re BNSayos
Fecha de caducidad

Limile de temgsratura {conservar 2)

Mo congelar

Riesgo biokigics

Walimen desputs de la reconstiucian

Conienida

Hameso de loie

Elaborado por
Coareshin § Cadstion

Consuliar rstrucciones de Usn

Calbrador

Conind Hegaivo
Homero de caldlogo
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ANEXO 9: METODO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION EN SUERO
DEL LDL-COLESTEROL

LDL Colesterol

@ C€

Reactive Precipitante

Para la separacitn de ks lipoproteinas de baja densidad
(LDL) &n swara

SIGNIFICACION CLINICA
El eonlenide apraximado de coleslenal &n cada familia de
lipoprofeinas & (&n % por unidad de pesol 1% &n los
quidmicrones, 18% &n Bs VLDL, 50% en las LOL y 23%
e las HOL. Dada que cada familia posee distinks actividad
basddgica, el sigrificada clinico de un sumenio de colesismal
'li&'PEflﬂ'E' de la a las lipoproteinas qQue 58 encueeniran &n
[ R
Par ofra parie, lot mecanismas reguisdons de los niveles
plasmdlicos de lipopral&inas son muy complejos y pueden
ser afectados por milliples Faclares [gendlicos, ambisrtales,
fisioligicos o paloligicos), sendo posible enconirar valones
de colesieral iptal cercanos & ranga normal acompafiados
de alberaciones an bas rsoconss Ipopralscas.
Las HOL y kas LDL han sido ks mas estudiadas por su im=
pafare aclividad bickigica:
= las LOL, praducio del metabalismo de las WVLDL en plasma,
san las encargadas del ransporie del colesienl exdgena
{y &n muche menas praparcitn, enddgenc) kacia e imear
de las chulas;
= las HDL, smelizadas en o higado, remoeven &f aolesienal no
utiizade por ks células {daning de cenos Bmiles de corncsn-
fracidn), Iransportindolo hacis & higado para su degradsdon.
Diwversos eshndos epidemioldgicos han confimada que &l
entatn de calestenal de LOL con respecta & un valosr erilica
(1.9 gl debe s&r considerado como facior de m=sgo para &|
desarrolla de enfermedad candiaca coranarna, considerando
fue & efescto probecior de las HOL s0io parecs banes nale -
cia denino de cierio rango de conceniraciones de colesienol
circulare. Talas hallargos parrien dedusir que bog valones
aislados de colesiend de HDL o de LDL no pusden lomanse
como indices prediclivos de rigsgo, sino que es necesanio
conformar un pedil lipidica con los valones de colesieanl balal,
codesterol de HOL y colesterol de LDL.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Las lipoproteinas de baja densidad (LDL o fiuipoproleinas) se
separan del swenn precipithndolas saleclivaments mediants
el agregada te palimenas de alln pess malecular. Lissga de
cerrifugar, en o sabrenadants quedan ks demas ipooralsis
res (HDL y WLDLY & colesteral Byado a las mismas se de-
IEmira erpkando o sisiena ersmatice Colestenl oxdasal
Peraxidasa can ealorimelria segan Trindar (Fenald-AF).
Por dierercia enbre el coleslernl bolal y &l determinada en
el sabrenadariie, se abliens o calesteral unido a kas LDL.

REACTIVOS PROVISTOS
A. Reactive A (Reaclivo Precipilante): salucitn 1 gl de

sulfatn de polivinilo disuslo en palietilenglicol (PM: B00) &
25%, pHA,T.

REACTIVOS ND PROVIETOS
Colestat enzimatico, Colestat anzimdatico A& o Colestat
enzimdtico A4 liquida, de Wiener [ah.

INSTRUCCIONES PARA SU USD
Reactivo A: st para wear.

PRECALCIONES
El reactiva &= para uso diagnosticn "in vilre™.

Utilizar hos reactivas guardando kxs precausiones habibuales
de trabajo en ol laboraborio de quimica dinica.

Tadas hsMMyMMhudebendede
acwardo a la marmativa lecal vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACEMAMIENTO

Reactivo A- estable en refiperadar (2-10C) hasta la fecha
de venamierio indicada &n la caja.

INOHCIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Toda cambio &n la ooloracion u olna aspects figicn del redcs
fva, puede ser indicio de detenang del mismo.

MUESTRA

Suerg

a) Recoleccion: &l pacienis debe el &n ayunas (de 12 &
16 horas). Oblener suena de la manera wsual y ssparar del
oodqulo dentro de la hora de la exraccion.

b Aditivos: no S requisnen

c) Sustancias interferentes conocidas: o Susros hiper-
frighcenidémions (con quiamcronemia) producen sobrend-
dariles furbios; la biirubing inlefiene en nivelss mayores
de 50 mgil.

Referiree & la bibliografia de Young para ot efecios de las
drogas en &l pressnts mébada.

dj Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: &
suerg debe ser prefereniemente frason. En caso de no proce-
sarse en &l mamenio, pusde condervarse en el refrigeradar
{2-10eC) durante no més de 24 haras contadas a partic del
rormenta de la extracadn Ma congelar.

MATERIAL REQUERIDO (ne provisic)

= Cnirifuga.
- Espectialotémetra o letacolarimeire.
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- Micrepigetas y pipelas para medr oz volirnenes ndicados.
- Tubas de Kahn,

- Cubelas sspectrolotamélricas de caras parabelas,

- Barfic de agua a 37°C.

= Reloj o timer.
PROCEDIMIENTO
En un tubo de Kahn, colocar:
Muestra 200 ul
Reactiva A 100 ul

Homagensizar agitando (sin irvertir] durante 20 segun-
dos y dejar 15 minules en un bafio de agua 8 20-25:C.
E-E'rﬂ.l'i'ﬁ.gll' 15 minules & 3000 rpom. EEFIH’!I' irwThe-
distamente &l sobrenadarte. Ver LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO.

Usar &l sobrenadante comda Muesira para &l ansayo
caltrimélica,

En tres lubas marcados B (Blansa), S (Standard) y D
{Desconocido), colocar:

B 5 ]
Sobrenadante - = 00wl
Standard - 20wl -
Reactivo de Trabajo 2mil 2l 2 ml

Mexclar @ incubar 5 minubos a 370 sise usa & Reactivo
de Trabajo de Colestat enzimatico AfAfiquida o 15
mirutos & ATC si 52 usa & de Colestat enzimatico.
Redirar ded baito y enfriar. Lesr en especirofotdmedra a
505 mm o en falocolorimetno can fllrg verde (490530
nmj, levando & aparabo a cero de absorbancia con &l
Blanco.

CALCULOD DE LOS RESULTADOS
LDL sabesberal jgh) = Colesterel total {*) - (D x

0,824
=

5

(*) Wabar oblenido con Colestat enzimatico o Colestat
enzimatico Afliguida.

El valor 0,824 surge de:
W

VR, VR, &
D63 = 3 (T dm 1 s 1]
Ve VR, W
danda:
WF_ = walumen final del exiracio = 0,3 mi
W, = volumen de muesira procesada = 0.2 mil (200 o)
VR, = volumen de readtitn con &l exracio = 2.1 mil
= yolumen de reaccin con &l Standard = 2 02 ml
Wy = wolumen de Sandard en la rsaceidn = 0,02 mi (20 ul)
W = walumen de extraclo en la reaceion = 001 mi (100 wl)
Zi se emplean volumenss diferentes & facior 0,624 varia y
debe ser caboulada AuEvamernie.

VALORES DE REFERENCIA

El panel de experlos del Malional Chebesteral Education

Pragram (NCEP) provee los siguientes valores de LDL

calesterol en relacion al riesga de contraer enfermedad

cardisca coranaria (ECC):

- Riesgo bajo o nulo (sujelos normales): valares de LDL
colesterol menores de 1,20 gl

- Riezgo moderado a elevado (indiiducs con probabilidad
the conraer ECC): valores enire 1,30 y 1,80 gil.

- Riesgo muy ebevado (indriducs sospechases de padeces
ECC): valores de LDL colesterol = 1,90 .

Mo abstante, es recomendaile que cada laboralorio ests-

blezea sus prapios valores de referenda.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Vier Sustancias inberferenies conocidas en MUESTRA.
Cuandt & proceten muestras iclévices, deberdn diluirse
loz sueros 102 & 173 con solucion fisicldgica y emplearse
&l procedimisnto habilual, ieniendo &n cuenta & facior de
dilucian para los cilculos.

Cuando & LDL colesienl no peeds separarse par come
plelo &n una cenirifuga comin debido a niveles devados
de irglictridos, peede sfecuans B determinacitn de la
siguierle mansra:

Seguir las instrucgones indicadas en PROCEDIMIENTO
hasta ks incubacion &n bafto de sguwa a 20-25°C, 15 minutos,
Iwago colodsar ta merda de resoson en capilares y cenlrifgar
en oenirifugas de micrahematocrito, & 10.000 r.pom. duranie §
minutas. Contar & capilar desechando e predipitado y ulilear
&l spbrenadante limpida para la prosba.

En iodos los casas en que ot valores de colesbenal unido
& HOL y WLDL (D = 1, segin los chloulos) sean superiares
& 1 gl se debe repelir la deteminacidn con los mismos
sueros empleando 100 ul de muesta y 200 ul de Reaclivo
#. Cortinuar con la benica deseripta, tomando 100 ol de
sabrenadarie y uliizando e factor 1,248 para ot chloulos
en lugar ded anbermar.

Mo dejar & precipiltade en contacio con el sobrenadante,
debide & que puede haber redisclucion provocando valares
de lecturas elevadas con b consiguienie disminucian delos
walares de LDL colesienal.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesands replicados de una misma
msesira en el dia, =& oblienen los siguisnies valores:

Mivel D.S. CV.
1,14 g £ 0,03 gi 2B%
2,03 g £ 0,04 gi 20%

bj Linealidad: ka resccidn es linsal hasta 5 gl

c) Limite de deteccidn: en especiralolémetra, para una
wanadn de absorbancia de 0,001 D.0., el cambio minimo
de oncentradin detectable sard de 00063 gl de colestarol.

PRESENTACION
Para procesar 100 muesiras (Cod. 1220004).

BIBLIOGRAFLA
= Zaidel, D. - Ann. Clin. Biochem. 182278 (1982).
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» Lewy, RLI - Clin. Chem. 2715653 {1881).

- Coviglio, FLL- Acta Biog. Clin. Lanoam. XOUI2:201 {1980}

- Expent Pandl af Masonal Chokesterol Educalion Program -
JAMA 2B51 02486 (2001).

«Wioung, D5, » "Effects af Drugs on Clinical Labarsiory Teste™,
AACC Press, dn ed., 2001.
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ANEXO 10:
COLESTEROL EN SUERO.

METODO ENZIMATICO PARA DETERMINAR EL HDL-

HDL Colesterol

Reactivo Precipitante

Para la separacion de las lipoproteinas de alta densis=
dad (HDL) en suero o plasma

SIGHIFICACION CLINICA

L&z lipoprabeinas ph!ﬂiﬁ:ﬂ son particulas esfsncas que
corfienan cantidades varables de coleslanal, nghodndos,
Tosfalipdos y probeinas. Estas particulas salubilizan y rans=
portan &l colesienal &n el lormenbs !-ﬂ'lE.Ih‘EI:L

La praporcidn relativa de profeina y lipido determina la
densidad de asias lipoproleinas.

La funcidn principal de las lipopraleinas de alta densidad
o HOL (high dersity ipoprobaing an e metabolismo ipidico
&g k& caplacian y ranspane de colésterol desde log bajidos
periféicos al higado &n un proceso conocido coma ranspore
rEverss die colestersl (macanisma cardiaprotecting).

[El HOL eolesterol bajo, eskh asociado con un allo riesgo de
erfermadad cardisca. Por este motiva [ delerminacin de
HOL eobesieral & ura herramienta Olil &n la identificacion
de indiiduos de allo fesga.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La= Bpoproleings de alla densidad (MOL) S& saparan pracs
pilanda selectivamente las lipoprobeinas de baa y muy baja
densidad (LOL y WLOL) medanbe el agregada de sulfaio de
dexiran de P 50.000 en presanda de iones Mg™.

En & sobrenadante separado por cenbrifugacon, quedan
lag HOL y &= réaliza la delerminacon del cobaslanml ligada
& kas mismas, empleands d sislema ersamation Coleshenal
axidasaPeracidass con oolofmmedia sagun Trindes [Fenobids
ArierafEnana ).

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de sulfalo de dextran (P S00000)
0,032 remall.

B. Reactivo B: solucion de clorsro de magnesio 1,5 M.

REACTIVOS ND PROVISTOS
Colestat enzimdtico, Colestat enrimatico A8 o Colestat
enzimatico AA liguida de Wiener &b,

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo Precipitante (A+B); preparacion: en &l frasco
provista, medic 2,5 ml de Reactive Ay 2,5 ml de Reactiva
B. Mezclar por inversidn y colocar Techa de preparacdn.
Puadan [P A s canfidades menores de scusrda a las
nistasidades, rmipelanda la propancidn 1 + 1 para ambos
reactinos.

FRECAUCIONES
Lo reaciivos son para uso diagndstice Tin vitra®.
Uslizar bos reactivos guardando las precaucionss habituales

de rahan en & laboralonio de quirssa difsca.
Todos koS reactivas v las muestras deben descaranse de
atusrdd a la normalig local vigenie.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables a lemperalura ambeenbe
hasta la fecha de vencimiento indicada en ka caa.
Reactivo F'I'Hf.'iphrlﬁ'. e pgtable & mases a lemperabira
ambients o 1 aflo an refrigerador (2-10°%C) & paric da ba facha
de preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuakjer indicio de conbaminacitn bacteriana pusde sar
signo de delerioro de los reactives.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccitn: abbensr b mussiia de la manera habilual.
bj Aditivos: en caso de ulilizar plasma, reoogerdn nicas
menle can heparing,

c] Sustancias interferentes conocidas: anticoagulantes
deefinlos de & heparing y biliffubinemia mayar da 50 mgi
Son CAusas de inberferencia.

Referirse & la bibliografia de Young para los sfectos de as
drogas en & prasenle matoda.

dj Estabilidad & instrucciones de aimacenamiemto: Se
parar & swera dentra de ka hora de la exiracsion. Las Lipsd
Ressarch Chnics recomiendan refrigerar la mueshra hasta ks
realizacion del ensayo. Bl almacenamiento o conservacion
de las muestnas & emperalura ambienle alléra la composs
citn Bpoprofeica de las mussiras aon anies de las 34 horas.
Algunas aulorss mencionan esiabibdad de 3 dias a 4°C que
s& pralongan al congelar, pero exste mucha vanabibdad ene
bre muesiras diferentes, por |0 que S& retameenda manieners
la muesira refrigerada y processar denire de kas 24 horas.

MATERIAL REQUERIDD (no provisio)
« Ezxpectrofotdmebro o fatocolorimetra.

= Micropipelas y pipetas.

= Tubos da Kakn.

= Tubag o cubstas specrafolomebhicas.
= Baflo de agua & 3TC.

= Relgj o times.

COMNDICIONES DE REACCION
= Longitud de onda: 505 nm en espechrofoltmelre o en
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fobacodorimetna con ftra verde (400-530 fm).

« Termperalura de rescsan: 37°C

« Tiesnpa de reaceitn; 45 minulos

- Wiluen de mustlra: 500 ul

« Vilunen de Reactive Precipants: 50 u

« Vohumen de Sobeenadant=: 100 ol

- Valurmen de Reactive de Trabajo de Colestat enzimatico
& Colestat enzimatice AANquida: 2 mi

« Vilunen final de reaceidn: 2,1 mi

PROCEDIMIENTO
En ur lubo de Kahn medic 0.5 mi (500 ) de mossia, y
agregar 50l da Reaclive Precipitanie. Homaganeizar
agikando (sin inverti) duranie 20 segundas y dejar 30
40 minulos en refiigeradar (2-10°C) o 16 minuos en
hﬂﬂ-d&md la misma Emperaiura. Mo colocar en
congelador. Cenirfugar 156 minulos & 3000 cp.m. Usar
&l soabrenadants limpida cama rmussla.

En 3 bubsas marcados B, S y D cobacar:

B 5 (]
Sobrenadante - - 100 ul
Standard - 20 ul -
Reactivo de Trabaje 2 ml 2 ml 2 ml

Mezelar & mcubar & rimuos 8 37°C &i te 12 ol Reackive
de Trabajs d= Colestal enzimatics Alfliquida o 15 mi-
nuios & 370 cuando s& usa &l de Colestat sncimitico.
Reiirar del bafio y enfriar. Leer a 505 nm en especimolo
lmﬂ:nmmﬁ“ﬂrﬂ:ﬂmmﬂl.
levando a c=ng con &l Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El ecbar di reastitn es estable  hoeas por b que ks abser-
bancia debe ser lekda denbo de ese lapse.

CALCULD DE LOS RESULTADOS

DAST

HDL Calesterdl g =D xf 1= —
VF, VR,V

DAST = 2 (oM x — § —— x —  donde:
"'I'Il mﬁ ".II:

VF, = volumen firal de extracts = 0,55 mi

UII‘ valumen de muesirg Fl'ﬂ'l'.'H-Hﬂa = 0,5 mi

"."R:- walumen de resttibn con exiracta = 2,1 mi

VR, = volumen de reaccion con Standard = 2,02 mi

W, = valumen de Starndard en la reaccion = 0,020 mi

Vi = valumen de extracto en la reacsion = 0.1 mi

Si se emplean volimenes de Reactivo diferentes de 2 mi
o facior 0,457 varia y debe ser calculsdn nuevamente,

reemplazanda en la fsrmula VR, y VR,

VALORES DE REFEREMCIA
El panel de experios del Mational Chalestersl Educatian
Program (WCEP) proves los siguentes valares de HOL
Bttt

0,40 » 0,60 g
Es recomendakle =11 cada labaralona eslablezea sus
propios valares de referencia. Na cbstanie, valores mayos
res da 0,40 g s& consideran recomendables y los que e
encusniien por encima de 0,60 gl s han considerada camo
pralectives. Por o candraric, valones de HDL colesterol pos
debaje da 0,40 gl ge consideran coma indice signiicativa
de riesge de enfermedad cardiaca corenaria.

UMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

ver Sustandaas interferenies conocidas en MUESTRA

La exactitud y precigitn de la determinacitn dependen
furdamentalments de |3 chesnacion de las condicianes.
de precipitacitn, par lo que los liempas y emperalurss es.
tablecidos, si bien no reguisnen un condnl fguroso, deben
Baf fespelados.

Cuando el HOL colesieral no pusde Separamse por come
pleto en una cenlrifuga comin debido a riveles elevadas
de Iriglicéndes puede efectans ka delerminacitn de la
sguienie MAanera: seguir las instruociones indicadas en
PROCEDIMIENTO hasta ks incubacidn a 4=10-C y uego de
Ia misma, colocar la mezcla de reacciin en tubos capilaras.
y cenirifugar &n cenbrifugas de micrahemalooibo a 10.000
rpum durante & minuios. Corlar & capilar desechando ef
precipilade y ulilizar & sobrenadante lmpids para |a prueha,

PERFORMANCE
a) Repraducibilidad: procesands replisados de una misma
muesira @n e dia 22 oblenen los fgl.i:l'lh:t valaras:

Mivel E= CA
0,29 A 0,011 gn 1E%
0,65 g £ 0,023 g 1T%

b Linsalidad: la reaccidn &4 ineal hasta 5 gl

c) Limite de deteccidn: en especirafoitmednd, para una
varacion de absorbancia de 0,001 D.0., &l cambio minima
de contentracitn detectable serd de 00063 gl de colesternl.

PRESENTACION

Equint para prodesas 100 muestas (Cad. 1220103).

BIBLICGRAFIA

» Casielli, W P Levitas L M. - Current Preseribing G739
{1977).

= Cooper, C. el al - Nalional Heart and Lung Instilute, {LIS4)
1074).

-:‘:m:l-.,t-m ). Med, 82707 (1977).

= Kosiner, G.M.2l al. « Clin. Chem. 25/8:059 (19749).

- Slanbury, J. B Wyngaarden, ). B Fradickean, 0. 5. - “The
Metabohs Basis of Inhesiled Discase”, Me Graw - Hil Boak
Co., 2% ed., 1068,

= Caniglio, B |- Arta Biog. Chn. LaSnsam XO0I/2:201, 1980,

- Expert Panzl of Nalicnal Chalesteral Education Pragram -
JAMA ZREMDI4BE (2001).

= ¥pug, 0.5, » "Effietts of Drugs on Clirical Lasborabary Tasl®,
BACE Press, £ &d., 2001,
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Simbolos

Lo siguienies simbolas se wiilizan en bodos los ks de reacivos para diagnieSion de Wienar lab.
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ANEXO  11:
TRIGLICERIDOS EN SUERO.

METODO

ENZIMATICO

PARA DETERMINAR

LOS

@ C€

TG Color

GPO/PAP AA

Mitodo enzimatico para la determinacién de trigicéridos

en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA
Las righcridas son lipidos sbsorbides en La dieta y Laribign
producidas en forma endnena a partic de los carbabidralbe.
Su medician e irperlanis en e diagnésSies y marejo de ks
hiperipidemnins. Eslas enfrmetdates puetden lener ongen
Frﬂﬁ‘.t! o ser setundanas & olras (ses como nefross,
distetes medilss y disfuncianes sndcinas. £ aumenta de
Iriglictridos se ha identficada come un Tactor de riesgo en
enfermedades alerosclerlicas,

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema de reaccion es o siguienie:
lipaprobain lipasa
Iriglictrides 3= gl
gliceral kinasa
gliceral + ATP =——p glicerck1-P + ADP

| + deidos grasos

GPO
glicerali-fasfata + O, — s H,0), + difidrascatanatastalc

POD
2 H,0, + 4-AF + dharafendl

quUInGrEming roja

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: viales corersenda Ipoprotein pasa, gliceral
kinasa (GK), ghcerol fosfato axidasa (GPO), penxidasa
(PO0), adenosina irifosfate (ATF) y d-aminofenanons (4=-AF).
B. Reactive B: solucdn da buffer Gaod conleniendo cloe-
rafenol, pH 7,5.

5. Standard: solucdn de ghcerol 2,28 mmall (equivale a
2 g de trickeira).

Concentraciones finales

Goad 50 mrnol, pH 7.5
clorolenal 2 ol
lipogralein lipasa = BOD LA
GK = 500 UA
GPD = 1500 UA
POD = 500 A
ATP 2 mramol
4-AF 0,4 ramocll
REACTIVOE NO PROVIETOS

Calibrador A plus de Weensar lab. cuando & amplea la
IBonica aulomalica.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: Esto para usar.

Reactive de Trabajo:

= 510 x 20 ml: agregar 20 mi de Reaclvo B & un vial de
Resdive A, Mezelar hasta dischucian completa. Hamoge-

risizar y fechar.
« 4 x 50 mil: reconsiiluir &l corteride de un vial de Reactivo A
£on una porcidn de Restlive B y e ransfeic al Faseo de
Rescivo B erjuagands varias veoes., izary fechar.

PRECAUCIONES

Lot reaclivos £0n para weh dagrostien "in vilre®.
LHilizar los reactivas guardando kas precaucones habituales
& rab&o en & laboralonio de andlisis clinicos.

Todos los reaclivas y las mussiras deben descarlane de
scuerda a la normativa local vigenie.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refigaradar (2-10°C)
hasta I Fecha de vencimniento inditada en [ ca. No e
tener @ bemperasiuras evadas durante lapsos prolongados.
Reactive de Trabajo: es estable 30 dias en refrigeradar
{2-100E).

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORD DE LOS
REACTIVOS

El Reaclive de Trabajo puede presentar una coloracién
rosada gue no afiecla su fundonamienio.

Lecturas dal Blanco superiores a 0,160 D.0. o lecluras dal
Stardard anormalmenie bajas, son indicios de deteriors del
Reactive. En tal caso, desechar.

MUESTRA

Sueno o plasma

a) Recoleccidn: previa &yund de 12 a 14 horas, oblener
suaro o plasma. Separar de los giébulos rajos dentro de kas
2 horas de exiraccion,

b Aditivos: en casa de emplear plasma, se recomienda
o uga de Anlieoagularie W o heparina pars su ablencdn
c) Sustancias interferantes conocidas: bas Sueros con
hemdlisis inbensa o marcadaments iclénicos produden resuls
tados erdnect, por ko que no deben S wEados.

Referine a la bibliografia de Young para oz efechos de kas
drogas en el presenle méloda.

dj Estabilidad & instrucciones de almacenamiento: los
triglicérides en suero Son estables 3 dias en refrigeradar
(2=100C). Mo congetar.

MATERIAL REQUERIDO jno provisis)
- Especirafobbmeto o falocolorimetra,

- Micropipetas y pipetas para medic los valimenes indicados.
- Tubas o cubstas especinofolometricas.
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- Bafia de agua a 370
- Relioj & Simer.

CONDICIONES DE REACCION

- Langilud de onda: 505 rem en especirofolémetra o 400-
E30 nim en folocalerimetro con filig verde.

- Tenperabura de reaccitn: 37°C

- Tiermo de rescsén: § minulos

= Volumen de muesta: 10 ul

- Valumen de reacliva: 1 mi

- Volumen final de reaceidn: 1,01 mi

PROCEDIMIENTO
Hh"l'rﬂgtf'ﬂ‘.'i.:ﬂ & muesls anles de Lﬂﬂ.l',HpEﬁﬂ'l‘El‘ll‘:
frenle a sueros echasos.

En res fubos o cubetas aspacirofalomeéticas marcadas
B (Bianca), S (Standard) y D {Descenacido) colecar:

B B D
Muestra . - 10wl
Standard . 10wl .
Reactive de Trabajo 1l 1 ml 1l

Mezclar, incubar 5 minulos a 37°C o 20 minuios & lerge
ralura amibienis (1B25%C). Enlriar y lesr en espacirobalte
metre a 508 ren & en falosalorimetre con ftro verds (400-
530 nmj Bevando & aparalo & cend con agua destlada.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCIIN FINAL
[El colar de reatin final et esiable 80 minulos, por lo queka
absorbancia debs ser lajida derdra de agle lapoa.

CaLCULD DE LOS RESULTADOS
Carregir las leciuras con &l Blanco de reaclives y usar g
leciuras coregidas para los ciiculas.

2g0

TG gl = O x factor facter = S
CONVERSION DE UNIDADES

Trightardos (o) = 0,01 x Trightaridos {mgidl)
Trightardes {mghdl) x 0,0113 = Triglcridos jmmeb)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Pracesar 2 nivelss de un materal de cordral de calidad
(Stanedatral S.E 2 niveles) con conceniraciones conpeidas
de trigicricas, ean cada deberminacian,

VALORES DE REFERENCIA
1 pan de expenps del Mationsl Cholesiered Educason Pros
aram (NCEP) proves o siguieni=s valores de Triglcéridos:

Deseatie: < 1,50 g
Moderadamente slevada a elevade: 1,50 « 1,60 gl
Elevade: 2,00 - 4,99 gi
Muy elevadn: > 5,00 g

Mo abstanks, w8 reatmienda que cada horatono sl ablenes
SUS propeos intervales o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDMIENTO

Ver Suslancias inlerferentes conocidas en MUESTRA.

Los reductares disminuyen |3 respuesta de color, misntras
que los oxidaries colorean el Readlive aumenianda los
Blances.

Las comaminaciones con gliceral producen resultadas
falsaments aumeniados.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesanda simullansaments reph
cados de kst mismas mussiras en 10 dias diferentes, se
sbhsvieran los siguisnies datas:

Hived DS CM
1,14 gl £ 0,021 gh 182 %
7410 £ 0,074 g 211%

b) Retuperacicn: agregando canbidades conocidas de
Irdleing a debrlos sueros, se pbhwao una i errine
80,2 y 100,7% para lode & rango de linealidad del método.
£) Linealidad: |a reaccién es ineal hasla 10 g/ de riglicé-
fidos. Para valores supevionss, repelir B delerminacian con
muesta diuida 1:2 con solucidn fisiolégics, Muliphcar el
resultada cblenido por la diucidn efecluada,

d} Limite de deteccian: depende del fobdmelre srpleado.
En espechafolmetras, el cambio minima de conceniracitn
delectable en las conditianes de reactibn descrplas, para
una variacion de abserbancia de 0,001 0.0, serd aproximas
daments de 0,008 gl

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las inshructones de programacdn debs consultarss
el Manual del Usuario del Analizador en uso.

Para la calibracion debe emplearss Calibrador A plus de
Viener lab., de scuerda a bas requernimisnios del analizador.

PRESENTACION

= & x 20 ml {Cod. 1780107).
= 10 x 30 ml (Cad. 1TBO101)
=4 x 50 mill {Céd. 1780105).

BIBLIOGRAFIA

- Fossesti, P - Clin. Chem. 28/ 0:3077 (1082).

- MicGavan, MWL ef al - Clin. Chem. 26¢3: 538 (1083).

- Tiekz, NV - Fundamentals of Chin. Cherm. - W.E., Saunders
Co. - Philadelphia, Pa_ {1970}, pag. 320,

- Expert Panel of Mational Cholesterel Education Program
= JAMA 285102488 (2001).

- Yourg, D.5. - "Efects of Drugs cn Clirécsl Lasboratary Tests”,
AACT Press, 4 ed_, 2001.
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ANEXO 12: ANEXO FOTOGRAFICO

SELECCION, SECADO Y LIMPIEZA DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica
L. (chia)

FOTOGRAFIA N° 1: Semillas de
Salvia hispanica L. (Chia).

FOTOGRAFIA N° 2: Seleccion y
pesado de las semillas de Salvia
hispanica L. (Chia).

FOTOGRAFIA N° 3: Secado de
las semillas de Salvia hispanica
L. (Chia)

Foto N° 3




PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DEL ACEITE DE Salvia hispanica
L. (CHIA) EN EQUIPO DE SOXHLET.

FOTOGRAFIA N° 4: Equipo de FOTOGRAFIA N° 5: Aceite

Soxhlet en el proceso de obtenido por el equipo de
extraccion del aceite de las Soxhlet.
semillas de Salvia hispanica L.

(Chia.

<=

EXTRACCION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (CHIA)
EN EQUIPO DE FLUIDOS SUPERCRITICOS.

4 p

FOTOGRAFIA N° 6: Extraccion del aceite
de las semillas de Salvia hispanica L.
(Chia) en equipo de fluidos super criticos.

-

extraccion en fluidos supercriticos.

p
FOTOGRAFIA N° 7: Aceite obtenido de la }

.

r

Foto N°7




DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL
ACEITE Salvia hispanica L. (Chia).

FOTOGRAFIA N° 8: Determinacion
de la densidad del aceite de las
semillas de Salvia hispanica L. (Chia).

Foto N°

Foto N° 8

FOTOGRAFIA N° 9: Determinacion
del indice de refraccion del aceite de las
semillas de Salvia hispanica L. (Chia).

FOTOGRAFIA N° 10: Titulacion
de la muestra para determinar el
indice de yodo.

Foto N° 10




FOTOGRAFIA N° 11: Proceso de titulacion
para la determinacién del indice de acidez.

Foto N° 12

Foto N° 11

Foto N° 13

4 FOTOGRAFIA N° 12: Titulacion de Ia\
muestra para determinar el indice de
peroxidos.

FOTOGRAFIA N° 13: Cambio de color de la
muestra después de la titulacion para

determinacion del indice de peroxidos.




FOTOGRAFIA N°14: Preparacion de la
muestra para determinacién del indice de
saponificacion.

Foto N°14

DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL ACEITE DE LAS
SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (CHIA).

FOTOGRAFIA N° 15: Grupo de ratones usados para
la determinacion de la toxicidad aguda del aceite de
las semillas de Salvia hispanica L. (Chia).

Foto N°15




DETERMINACION DEL EFECTO HIPOLIPEMIANTE DEL ACEITE DE LAS
SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (Chia).

/FOTOGRAFI'A N° 16: Distribucién\
de los animales de experimentacion
en grupo de a 6.

FOTOGRAFIA N° 17:
Administracion de aceite de Salvia
hispanica L. (Chia).

/

Foto N° 17

Foto N° 16

/FOTOGRAFiA N° 18: Extraccion de las N
muestras de sangre de los animales de
experimentacion.

FOTOGRAFIA N° 19: Muestra de sangre
para determinar el perfil lipidico.

Foto N° 18

Foto N° 19




Foto N° 20 Foto N° 21
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FOTOGRAFIA N° 20 Y FOTOGRAFIA N°21: Muestras para dar lectura del colesterol total,
LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos en el espectrofotometro.

FOTOGRAFIA N° 22: Lectura en
el espectrofotometro.

FOTOGRAFIA N° 23: Se muestra
los resultados de la lectura
realizada en el espectrofotometro

Foto N° 22

Foto N° 23




INFLUENCIA DEL pH GASTROINTESTINAL, EN LA EMULSION DEL ACEITE
DE LAS SEMILLAS de Salvia hispénica L. (Chia).

/ FOTOGRAFIA N°24: Preparacion \
de los diferentes valores de pH.

FOTOGRAFIA N° 25: Incubacion
de los diferentes valores de pH mas
el aceite de las semillas de Salvia
hispanica L. (Chia).
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Foto N° 25

Foto N° 26

FOTOGRAFIA N°26: Observacion de la
influencia del pH sobre el aceite de chia mas la
bilis.




DETERMINACION DE LA ABSORCION APARENTE DEL ACEITE DE LAS
SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (Chia).

Foto N°27

FOTOGRAFIA N°27: Grupo de ratas para la determinacion de la grasa absorbida
aparente.

FOTOGRAFIA N°28: Heces recolectadas para determinar la grasa eliminada.

Foto N°28

Foto N°30

Foto N°29

FOTOGRAFIA N°29: Extraccion de aceite de las heces, en el equipo de Soxhlet.
FOTOGRAFIA N° 30: Aceite extraido de las heces de ratas.




DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL ACEITE DE CHIA EN EL
ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO.

/FOTOGRAFI'A N° 31: Diseccion \
del animal de experimentacion para
extraer el estdbmago e intestinos.

FOTOGRAFIA N° 32: Medicion
del intestino delgado para obtencion

Qe muestras. /

Foto N°31

Foto N°32

FOTOGRAFIA N°33: Extraccion de
muestra del estdmago.

FOTOGRAFIA N° 34: Muestras
listas para observar al microscopio.

Foto N°34

Foto N° 33




FOTOGRAFIA N° 35: Observacion al
microscopio.

Foto N° 35

FOTOGRAFIA N° 36: Observacion al microscopio en 10X del estémago a las dos horas
del grupo blanco.

FOTOGRAFIA N° 37: Observacion al microscopio en 10X del intestino a las dos horas
del grupo blanco.

Foto N° 36 Foto N° 37




FOTOGRAFIA N° 38: Observacion al microscopio en 40X del estémago a las dos horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

FOTOGRAFIA N° 39: Observacion al microscopio en 40X del intestino a las dos horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

Foto N° 38 Foto N° 39

FOTOGRAFIA N° 40: Observacion al microscopio en 40X del estémago a las 4 horas del grupo
de ratas con aceite de chia.

FOTOGRAFIA N° 41: Observacion al microscopio en 40X del intestino a las 4 horas del grupo
de ratas con aceite de chia.

Foto N° 40 Foto N° 41




FOTOGRAFIA N° 42: Observacion al microscopio en 40X del estomago a las 8 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

FOTOGRAFIA N° 43: Observacion al microscopio en 40X del intestino a las 8 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

Foto N° 42 Foto N° 43

FOTOGRAFIA N° 44: Observacion al microscopio en 10X del intestino a las 12 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

FOTOGRAFIA N° 45: Observacion al microscopio en 40X del intestino a las 12 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

Foto N° 44

Foto N° 45




FOTOGRAFIA N° 46: Observacion al microscopio en 10X del estémago a las 24 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

FOTOGRAFIA N° 47: Observacion al microscopio en 40X del intestino a las 24 horas del
grupo de ratas con aceite de chia.

Foto N° 46 Foto N° 47

DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LA BILIS EN LA HIDROLISIS DE
LIPIDOS

Foto N°49

FOTOGRAFIA N°48: Tubos con muestra de
aceite de chia y bilis de vacuno.

FOTOGRAFIA N°49: Titulacion de las muestra
con aceite de chia, bilis y pancreatina al 1%.

Foto N°48




FOTOGRAFIA N° 50: Titulacion de las )
muestras de aceite de chia con la bilisy la
pancreatina.

FOTOGRAFIA N°51: Resultados de la
titulacion en la hidrolisis de los lipidos.

Foto N° 50

Foto N°51




ANEXO 13: FORMATO PARA LA RECOLECCION DE DATOS EN LA
DETERMINACION DEL COLESTEROL TOTAL, HDL-COLESTEROL, LDL-
COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS.

DETERMINACION DEL COLESTEROL TOTAL, LDL, HDL Y TRIGLICERIDOS

RESULTADOS | OBSERVACIONES
RESULTADOS DESPUES DEL
ROTONES ABSORVANCIA | BASALES ABSORBANCIA | TRATAMIENTO

BLANCO 1

BLANCO 2

BLANCO 3

BLANCO 4

BLANCO 5

GRUPO 2 | GRUPO 1

CONTROL 1

CONTROL 2

CONTROL 3

CONTROL 4

CONTROL 5

GRUPO 3

R1

R2

R3

R4

R5

R6

GRUPO 4

R7

R8

R9

R10

R11

R12

GRUPO 5

R13

R14

R15

R16

R17

R18
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ANEXO 15 FORMATO USADO PARA EL APUNTE DE LAS
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE

DETERMINACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE DE Salvia hispdnica L. (Chia)

RESULTADOS OBSERVACIONES

DENSIDAD

iNDICE DE REFRACCION

iNDICE DE YODO

INDICE DE ACIDEZ

iNDICE DE SAPONIFICACION

iNDICE DE PEROXIDOS

Salvia hispanica L. (Chia)

ANEXO 16: FORMATO USADO PARA LA RECOLECCION DE DATOS EN LA
EXTRACCION DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Salvia hispanica L. (Chia)

PESO DEL PESO DE PESO DE VIAL | PORCENTAJE | PROMEDIO
Equipo VIAL VACIO (G) MUESTRA MAS ACEITE DE DEL
MOLIDA (G) (G) EXTRACCION | PORCENTAJE
(%) DE
RENDIMIENTO
(%)
Muestra 1
Muestra 2

Muestra 3




ANEXO 17: FORMATO USADO PARA LA RECOLECCION DE DATOS PARA

DETERMINAR LA TOXICIDAD AGUDA EN RATONES.

Grupos

N° de

animales

Dias

Dosis
(ml/kg)

N° de
muertes

N° de
Vivos

Observaciones

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

ANEXO 18: FORMATO USADO PARA EL CONTROL DE PESOS EN LA
DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA.

Dosis
mi/kg

Peso/dias

Inicial

Tercer dia

Séptimo dia

Observaciones




